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Ac: Anticuerpos 
ACF: Adyuvante Completo de Freund 
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Dd: Dosis desencadenante 
DNFB: 2,4-Dinitro-1- fluorbenceno 
D.O.: Densidad.6ptica 
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IEF: Inmunoelectroforesis 
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MH: Mezcla Hemolftica 
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pi: post-inoculacibn 
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SF: Soluci6n Fisiol6gica 
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1. INTRODUCCION 
1.1. INMUNIDAD: Antecedentes histdricos 
El concept0 de inmunidad es antiguo, emplrico y deriva de 
la observacidn de la resistencia a las infecciones. 
Muchos siglos antes del descubrimiento de 10s g6rmenes 
como agentes responsables de las enfermedades infecciosas se co -
nocla que, en la mayorla de . 7asos el haber padecido una en- 
fermedad infecciosa iba seguido de resistencia a la reinfeccidn. 
En el siglo XI, 10s m6dicos chinos observaron que la inha -
laci6n de las costras provenientes de un enfermo de viruela im- 
pedla posteriormente la enfermedad. En el siglo XVIII este me- 
todo primitivo de inmunizaci6n fue llevado a Inglaterra por Py -
larini y Timoni y ampliamente difundido mbs tarde por Lady Mary 
Wortley Montagu. La inmunologla moderna nace realmente cuando 
Edward Jenner, (1749-1823) todavla estudiante de Medicina, reali -
za la primera "vacunaci6n" con las costras de vaccinia confirman -
do que su vacunacidn protegla a1 hombre contra la viruela. Un pa - 
so trascendente en el desarrollo ulterior de las inmunizaciones 
preventivas se debid a Louis Pasteur (1822-1895) quien trabajan -
do con cultivos atenuados del cdlera aviario, observe que cuando 
eran inoculados a gallinas sanas no sclamente no padeclan enfer -
medad sin0 que conferlan resistencia a la reinfez - "  . -;:. el 
microorganismo patbgeno. Robert Koch, (1843-1910) estudiando la 
etiologla bacteriana de algunas enfermedades infecciosas, descu - 
bre en 1982 el bacilo de la tuberculosis. A1 intentar crear una 
vacuna contra esta enfermedad, describe magistralmente lo que 
cldsicamente se conoce como "fenbmeno de Koch" marcando con deta -
lle las diferencias de comportamiento del hugsped ante la rein- 
troduccibn de un agente microbiano y sienta las bases de 10s me- 
canismos que actualmente conocemos como hipersensibilidad tardla 
o inmunidad mediada por celulas. 
En 1888, Roux y Yersin comunicaron que el bacilo de la dif - 
teria producla una potente exotoxina soluble la que inoculada ex- 
perimentalmente por von Behring y Kitasato, en 1890, producla en 
el suero de 10s animales una sustancia llamada antitoxina, que 
neutralizaba la acci6n de la t6xina. Por otra parte, las investi -
gaciones de Pfeiffer y Bordet en 1894 confirmaron las de Nuttal 
y Buchner que reconocieron en el suero normal una sustancia dis- 
tinta de 10s anticuerpos, que tarnbign intervenla en la destru- 
ccidn de las bacterias, que en la actualidad se denomina comple- 
mento. 
Hasta principios de este siglo, las escuelas francesa y 
alemana dominaban el campo de la investigaci6n inmunol6gica. En 
aquella gpoca, existfan dos concepciones divergentes, acerca de 
la naturaleza de 10s fen6menos inmunes a lo largo de las cuales 
siguib~desarrollbndose la inmunologla: La teorla humoral que ba- 
saban 10s conceptos de protecci6n exclusivamente en la accibn de 
,. * . ., . --_.- 
10s anticuerpos producidos por las celulas y la teorla celular, 
que otorgaban el papel preponderante a las cglulas inflamatorias, 
que intervenlan en las respuestas del hugsped frente a una sus- 
tancia extrafia. 
A fines del siglo pasado, Paul Ehrlich (1854-1915) enuncid 
en Enero de 2899  la teorla humoral de la formaci6n de anticuer- 
pos. Esta teorla proponla la existencia de receptores, sobre la 
superficie de las celulas vivas, capaces de unirse con sustancias 
antigenicas, 10s que, si se produclan en exceso podrlan ser libe -
rados a la circulacidn como anticuerpos.Despu~s de publicada esta 
teorla, 10s principales esfuerzos de 10s inmundlogos se dedicaron 
a la identifi~aci6n~estudio y funcidn bioldgica de 10s factores 
humorales. 
Es de destacar que uno de 10s campos de la inmunologla don -
de la investigaci6n actual progresa con mayor rapidez es el estu -
dio de 10s receptores presentes en las celulas inmunocompetentes. 
Metchnikoff (1845-1916) en 1883, casi simult6neamente con 
Ehrlich desarrolld la teorla celular de la inmunidad. Esta teorla 
proponla que 10s fagocitos, celulas "de limpieza" del organismo, 
identificaban inicialmente las sustancias extrafias a1 organismo 
y constitulan el principal sistema defensivo. 
Ya en este siglo Karl Landsteiner (1868-1943) en 1942,en 
sus trabajos sobre hipersensibilidad retardada enfatiz6 la parti- 
cipaci6n del sistema linfoide en las reacciones inmunes, demos- 
trando la posibilidad de transferir por cQlulas un estado de reac -
tividad , 
~esultarla imposible ennumerar 10s trascendentes aportes 
realizados en el campo de la inmunologfa en 10s iiltimos 50 afios 
per0 no pueden dejar de mencionarse 10s nombres de FQlix Haurowitz, 
Sir Mac Farland Burnet y Niels Jerne quienes en 1930, 1950 y 1975 
respectivamente enunciaron teorlas que conmovieron conceptos cld- 
sicos sobre el funcionamiento y regulaci6n del sistema inmune.Ba - 
sadas en ellas se desarrollan todas las investigaciones de la in- 
munologla actual. 
3.2. ONTOGENIA DE LA RESPUESTA INMUNE 
El conocimiento del desarrollo de la inmunidad desde 10s 
puntos de vista ontogenetico y filogenetico puede sin duda, res -
ponder algunos de 10s interrogantes bdsicos de la inmunologla. 
En lo que se refiere a la ontogenia es ampliamente conocida la 
diferencia, en la maduracidn inmunoldgica, de las diferentes es -
pecies animales. La secuencia de acontecimientos que se desarro -
llan en la ontogenia de la respuesta inmune sugiere una verdade -
ra adaptacidn de sus componentes, que es caracterlstica de 10s 
vertebrados. 
Antes de iniciar cualquier estudio ontogenetico es necesa - 
rio definir claramente el concept0 de respuesta inmunol6gica, 
distinguiendo por un lado la categorfa de inmunidad adquirida 
especlfica y por otro 10s mecanismos que est6n ligados a la in- 
munidad innata o resistencia inespecffica. 
Es muy aqplio el conjunto de acontecimientos que estdn re- 
lacionados a una respuesta inmunoldgica dada. Por lo tanto son 
muchos 10s aspectos que deben ser desarrollados cuando se enca- 
ra el estudio del origen de la inmunidad en t6rminos ontoghi- 
cos: maduraci6n de 10s mecanismos de resistencia inespeclfica; 
capacidad d e  produccibn de  inmunoglobulinas duran te  l a  vida fe -  
t a l  y neonatal  has ta  l a  edad adu1ta;habi l idad para i n i c i a r  o ex -
presa r  r e spues tas  a l g r g i c a s ;  c a r a c t e r i z a c i b n ,  cuan t i f  icac ibn ,  
v a r i a c i d n  y d i s t r i b u c i b n  de  10s l i n f o c i t o s  en d i s t i n t o s  e s t a -  
d l o s  d e l  d e s a r r o l l o ,  a s l  como l a  pos ib i l idad  de  induc i r  un e s t a  -
do d e  to1erancia;interrelacibn maternofe ta l  par t icu larmente  l a  
capacidad d e  t r a n s £  e renc ia  d e  inmunoglobulinas sea  por t e  j i dos  
f e t a l e s  y/o leche .  
Una breve resefia d e  10s antecedentes  que han conducido a 1  
conocimiento a c t u a l  d e  cada uno de  e s t o s  aspectos ,  ayudardn a 
i n t r o d u c i r  y comprender 10s o b j  e t i v o s  bdsicos de  e s t e  t r a b a  jo  . 
Ontogenia d e  l a  s l n t e s i s  de  inmunoglobulinas y r e spues ta  
inmune humoral. 
Despugs d e l  afio 1945 cuando Longsworth ( l )demostr6 que en 
10s nifios r e c i e n  nacidos el n i v e l  d e  3-g lobul inas  e r a  super ior  
a 1  d e  su madre, comenzaron una s e r i e  de  e s tud ios  re lac ionados  
con e s t e  tema, ya que has ta  este momento s e  suponla que no ha- 
b l a  s l n t e s i s  d e  inmunoglobulinas en l a  v ida  fe t a l .En  base a 
e l l o s  se pudo demostrar que cuando el  f e t o  e r a  inmunizado en d i  -
f e r e n t e s  momentos d e  l a  ges tac ibn ,  su  r e spues ta  inmune a c t i v a  
se d e s a r r o l l a b a  muy tempranamente para c i e r t o s  an t lgenos ,  mds 
tardfamente para o t r o s  y en algunos casos  r ec ign  despu6s d e l  
nacimiento . En genera l  puede af  i rmarse que, en una espec ie  dada, 
l a  adqu i s i c  i6n  de  l a  competenc i a  inmunoldgica a d i f e r e n t e s  a n t l  -
genos es muy prec i sa  y depende d e  l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  f i s i c o -  
qulmicas d e  E s t e .  
En espec ies  como 10s bovinos, ovinos y porcinos donde l a s  
- g lobu l inas  no se t r a n s f i e r e n  a t r a v e s  d e  l a  ba r re ra  placen -
t a r i a ,  e l  neonato es escencialmente a g a m a g l o b u l i n ~ i c o . E s t o s  - a 
nimales han s i d o  u t i l i z a d o s  como rnodelos para el  es tud io  d e  l a  
adquis ic idn  de  l a  capacidad d e  s i n t e t i z a r  an t icuerpos  ya que no 
se produce i n t e r £  e renc ia  con l a s  inmunoglobulinas maternas .Sin 
embargo, Franek en 1961 ( 2 ) .  demostr6 en cerdos r e c i e n  nacidos 
l a  e x i s t e n c i a  d e  una '1(- globul ina  de  ba jo peso molecular produ -
c i d a  por mecanismos propios que s e r l a  un precursor  de  10s a n t i -  
cuerpos que se formarlan mbs t a r d e  como respues ta  a una est imula -
c i 6 n  an t igen ica .  Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  por Segre y Kaeberle en 
1962 (3) confirmaron l a  presencia  de  pequefias cant idades  de  x- 
g lobu l inas  en cerdos r e c i g n  nacidos,  per0 s61o en aque l los  anima - 
les alimentados con c a l o s t r o ,  por l o  que se creyd que &stas e ran  
necesa r i a s  para i n i c i a r  l a  respues ta  inmunol6gica. Sin embargo 
K i m  y c o l  en 1966 ( 4 )  t rabajando con cerdos e x t r a l d o s  d e l  Cztero 
materno 3-5 d l a s  a n t e s  d e  termino y por l o  t a n t o  l i b r e s  de g6r- 
menes, "inmunol6gicamente virgenesi1 y ademds s i n  inges t i6n  
de  l e c h e  materna, comprobaron que e s t o s  animales e ran  
inmunoldgicamente competentes s i  se inducfan con antfgenos apro- 
piados . Estos  a u t o r e s  tambign demostraron que 10s cerdos t i e n e n  
en el  momento d e l  nacimiento un componente s e i c o  que l lamaron 
"X" con movilidad e l e c t r o f o r E t i c a  semejante a l a  7s  8 G, per0 an -
t iggnicamente d i s t i n t a  d e  l a  7 s b/ G e s p e c f f i c a ,  cuya concentra-  
c i d n  permanece cons tan te  despugs d e  una est imulacidn an t iggn ica  
(5) . E l  primer ant icuerpo formado especf f  icamente es d e  l a  c l a -  
se 1 9 s  llamada 19s d ~ ,  antiggnicamente d i s t i n t a  a l a  19S&'M, y 
l e  s igue  en l a  r e spues ta  una segunda c l a s e  d e  ant icuerpo con ca  -
r a c t e r l s t i c a s  d e  7s d ~ .  ( 6 ) .  
E l  po l lo  provee un importante modelo experimental  para e l  
e s t u d i o  d e  l a  ontogenia d e  l a s  d i f e r e n t e s  clases de  inmunoglob; 
l i n a s  debido a l a  f a c i l i d a d  d e  manipulacidn d e  sus  drganos l i n -  
f o i d e s  c e n t r a l e s  re lac ionados  con l a  inmunidad humoral. 
Ya a p r i n c i p i o s  d e  e s t e  s i g l o ,  se hab4a demostrado que e l  
embri6n d e  po l lo  no respondla a antfgenos derivados de  l a  
Escherichia  c o l i .  Esta  observacidn f u e  con£ irmada y ampliada m s s  
t a r d e  por o t r o s ' i n v e s t i g a d o r e s  usando una gran variedad d e  a n t s  -
genos. MSs t a r d e ,  10s t r a b a j o s  d e  Wolfe y Dilks  (7)  demostraron 
que, cuando se usaban pro tefnas  s g r i c a s  como ant lgenos ,  10s po- 
110s no respondlan has ta  l a  c u a r t a  semana d e  v ida ,  a p a r t i r  d e  
a l l 5  t e n f a  luga r  una brusca maduracidn inmune humoral ya que 10s 
t i t u l o s  d e  an t i cue rpos  en p o l l o s  inoculados a l a s  5 semanas e- 
r a n  s ign i f i ca t ivamente  mayores que 10s de  10s estimulados a l a s  
4 semanas. Estos  a u t o r e s  concluyeron que l a  madurez inmunol6gL 
c a  en el p o l l o  se alcanza a l rededor  d e  l a  qu in ta  semana despugs 
d e  l a  ec los idn  per0 contintia a t r a v g s  de  l a  vida.  Por o t r a  par -
t e  Van Meter y c o l .  (8 )  demostraron que el primer ant icuerpo 
que aparece en e s t o s  animales,  per tenece a l a  c l a s e  IgM e l  que 
puede ser detec tado a l rededor  d e  l a  t e r c e r a  semana despugs de  
l a  ec los idn  y luego l a  I ~ G  e n t r e  l a  c u a r t a  y quin ta  semana de  
v ida .  L e s l i e  y Martin ( 9 )  en 1973 t rabajando con embriones de- 
mostraron IgM en l a  bursa de embriones d e  1 4  d f a s  d e  ges tac i6n  
y o t r a  inmunoglobulina a l a  que llamaron IgY ( 7 , l S )  , a 10s 2 1  
d l a s  d e  ges tac i6n  l a  que puede ser valorada 7 d l a s  mbs t a r d e e n  
sangre p e r i f g r i c a .  Los t r a b a j o s  de  Perey y c o l .  ( 1 0 )  tambien 
ind ica ron  l a  presencia  de  IgA en cElu las  precursoras  der ivadas  
d e  l a  bursa productoras  tambign de  IgG. 
Varios  grupos de  inves t igadores  (11) (12) ( 1 3 ) ,  u t i l i z a n  -
do ant igenos  p ro te icos ,  bac ter ianos  y gldbulos r o  jos  adminis- 
t r a d o s  a conejos en d i s t i n t o s  momentos de  su evoluci6n, conclu -
yeron que e s t o s  animales son tambign inmunol6gicamente inmadu- 
r o s  en el momento d e l  nacimiento y adquieren l a  capacidad d e l  
a d u l t o  a l r e d o r  d e  l a  c u a r t a  semana de  v ida .  
Ot ras  inves t igac iones  involucraron l a  es t imulac i6n  
an t igen ica  en d t e r o  directamente,  con l o  cud1 se e v i t a  l a  i n t e  -
r rupcidn  d e  l a  prefiez. S i l v e r s t e i n  y c o l .  ( 1 4 )  es t imularon cor  -
deros  f e t a l e s  d e  2 m e s e s  de  ges tac idn  con va r i ados  antfgenos y 
encontraron que son capaces d e  s i n t e t i z a r  an t icuerpos  de  l a  
c l a s e  19s  s6 lo  hacia  bac ter idfagos ,  f e r r i t i n i a  y  ovoalbGmina .p . 
Los f e t o s  bovinos d e  164 d l a s  d e  ges tac idn  pueden producir  a -  
g l u t i n i n a s  c o n t r a  Leptospira  saxkoebing per0 10s t l t u l o s  d e  a n  
t i c u e r p o s  no alcanzan 10s n i v e l e s  ha l lados  en el a d u l t o  estimg 
l ado  en l a s  m i s m a s  condiciones y con el mismo antfgeno (15) .  
S i l v e r s t e i n  y c o l .  (16) d e s c r i b i e r o n  l a  c i n s t i c a  d e  l a  respues  -
t a  pr imaria  humoral en 10s f e t o s  d e  monos Rhesus inoculados " i n  -
, 
b te ro"  con gldbulos r o j o s  de  carnero  e n t r e  73 y 125 d f a s  d e  ges  -
t a c i b n ,  Se observaron dos  p icos  mSximos, valorando l a  respues- 
t a  por c g l u l a s  formadoras de  ant icuerpos ,  uno-a1  sexto d f a  y o -
t r o  e n t r e  10s 15  y 20 d l a s  post-estimulacidn ant iggnica  t a n t o  
para IgM como para IgG, pudiendo provocar una respues ta  secun- 
d a r i a  despugs de  l a  segunda d o s i s  an t igsn ica .  Los a u t o r e s  con- 
cluyeron que 10s f e t o s  t i e n e n  ya l a  informacidn gengt ica  i n c o r  -
porada en l a  l l n e a  germinal. 
Merecen a tencidn ,  10s es tud ios  r e a l i z a d o s  en marsupiales;  
componen un modelo i d e a l  para el  es tud io  d e  l a  ontogenia d e  l a  
inmunidad ya que terminan su d e s a r r o l l o  embrionario f u e r a  d e l  
d t e r o  materno y por l o  t a n t o ,  en e l  momento d e l  nacimiento nin- 
gbn sistema u drgano e s t d  bien de f in ido ,  aunque cumplen algunas 
funciones v i t a l e s .  Kalmutz (17) ,  usan60 bac ter idfagos  como an tx  -
geno encontr6 s l n t e s i s  d e  ant icuerpos  ya a 10s 11 d l a s  despugs 
d e l  nacimiento . Estudios a d i c i o n a l e s  fueron r e a l i z a d o s  por 
La Vla y c o l .  (18) y Rowlands y c o l .  (19) ,  10s c u a l e s  demostra- 
ron l a  formaci6n d e  ant icuerpos  en animales estimulados a p a r t i r  
d e l  octavo d l a ,  momento en e l  c u a l  no es pos ib le  observar  desa- 
r r o l l o  d e l  t e j i d o  l i n f o i d e  n i  en bazo n i  en nddulos l i n f b t i c o s .  
La s l n t e s i s  d e  ant icuerpos  se incrementa notablemente a 10s 20 
d l a s  y afin m5s ce rca  d e l  d l a  60,  cuando aparece el  t e j i d o  l i n f o i  -
d e  b ien  es t ruc tu rado  en e l  bazo ,con c g l u l a s  p lasmst icas  y n6du- 
10s secundarios  .Rowlands y c o l  . ( 2  0) estudiando la respues ta  in-  
mune d e  l a  comadreja hac ia  el  bacter idfago f observaron que 
10s primeros ant icuerpos  d e t e c t a b l e s  son d e l  t i p o  13s.  La IgM a- 
parece  mds t a r d e ,  cuando 10s ant icuernos  embrionarios han desa- 
parecido. 
La secuencia t l p i c a  d e  apa r i c idn  ontogengtica d e  an t i cue r -  
pos d e l  t i p o  1 9 s  seguida por l a  formacidn d e  ant icuerpos  d e l  ti -
po 7 s  ha s i d o  rei teradamente confirmada en muchas espec ies  d e  ma - 
mfferos ( 2 1 )  ( 2 2 )  (23) .  
E l  es tud io  sobre l a  maduracidn d e  l a  r e spues ta  inmune en 
roedores  ha s ido  encarado u t i l i z a n d o  principalmente s i s temas  
d e  t r a n s f e r e n c i a  c e l u l a r  d e  animales a d u l t o s  inmunocompetentes a  
neonatos s ingeneicos y v iceversa ,  ya que es d i f l c i l  v a l o r a r  l a  
r e spues ta  inmune buscando ant icuerpos  c i r c u l a n t e s  en 10s enbrio -
nes. Mark y Dixon ( 2 4 )  es tud ia ron  l a  s f n t e s i s  d e  ant icuerpos  en 
r a t o n e s  neonatos usando p r o t e l n a s  so lub les  como estfmulo ant3g6- 
nico.  Demostraron que en ra tones  r ec ign  nacidos,  las  c 6 l u l a s  
t r a n s f e r i d a s  d e l  adu l to  singeneico d e s a r r o l l a n  su funcibn inmuno -
l d g i c a  aunque no en l a  misma magnitud que en el animal adu l to .  
Makinodan y Peterson (25)  es tud ia ron  l a  capacidad para formar an  -
t i c u e r p o s  d e  c g l u l a s  e sp lgn icas  provenientes  de  r a t o n e s  d e  d i s -  
t i n t a s  edades, e n t r e  1 semana y 29 m e s e s ,  t r a n s f e r i d a s  a  recepto  -
res i r r a d i a d o s  d e  1 2  semanas d e  vida.  E s t a s  exper iencias  demos- 
t r a r o n  que e x i s t e  una gran d e f i c i e n c i a  funcional  en l a s  c e l u l a s  
l i n f o i d e s  provenientes  d e  animales d e  una semana d e  v ida  ya que 
l a  cant idad  d e  ant icuerpos  formados e r a  aproximadamente e l  1% d e  
10s n i v e l e s  alcanzados en l a  e tapa  d e  l a  rnadurez inmunolbgica. 
La capacidad inmunoldgica d e  e s t a s  c g l u l a s  se increment6 rbpida-  
mente e n t r e  l a  primera semana y el  primer m e s  de  v ida  y continub 
aumentando has ta  que 10s dadores tuv ie ron  8 meses d e  edad. 
En o t r o s  t r a b a j o s  Bosma y c o l .  (26) ,  u t i l i z a n d o  r a t o n e s  li -
b r e s  d e  ggrmenes como dadores,  demostraron que n i  l a  f l o r a  micro -
biana normal n i  l a  presencia  d e  an t i cue rpos  maternos son r e q u i s i  -
t o s  para  e l  d e s a r r o l l o  normal d e  las  c 6 l u l a s  formadoras d e  
. an t icuerpos .  Car te r  y Rector (27 )  es tudiaron  l a  r e spues ta  a g16- 
bulos r o  j o s  d e  carnero  (antlgeno timo dependiente) en r a t o n e s  
neonatos ya sea por est imulaci6n d i r e c t a  o por ensayos d e  t r a n s  - 
f e r e n c i a  d e  c e l u l a s  de  bazo a r ecep to res  s igeneicos  i r r a d i a d o s  
valorando l a  respues ta  por c u a n t i f i c a c i d n  de  l a s  c 6 l u l a s  forma -
d o r a s  d e  ant icuerpos .  Estos  a u t o r e s  demostraron que l a s  cglu- 
l a s  d e  bazo provenientes  d e  r a t o n e s  de  1 a 3 d5as  d e  v ida  so lo  
respondieron cuando fueron t r a n s f e r i d a s  junto con el  ant lgeno 
en r e c e p t o r e s  i r r ad iados ,  e s t a  r e spues ta  f u e  mayor cuando l a s  
c 6 l u l a s  se t r a n s f i r i e r o n  junto con c e l u l a s  t lmicas .  Despuesdel 
c u a r t o  d l a  obtuvieron respues ta  p o s i t i v a  a p a r t i r  d e  c 6 l u l a s  d e  
bazo directamente,momento que co inc ide  con l a  invasi6n e s p l e n i  -
c a  d e  l i n f o c i t o s  der ivados  d e l  timo. La magnitud d e  l a  respues  -
t a  se increment6 mucho mSs despu6s d e l  dgcimo d l a  simultbnea- 
mente a l a  maduraci6n d e l  sistema procesador d e l  antlgeno. Con - 
cluyeron que l a  respues ta  d e  10s r a tones ,  duran te  l a s  dos  p r i -  
m e r a s  semanas d e l  nacimiento depende d e  t r e s  f a c t o r e s :  l a  madu - 
r ac idn  d e  l i n f o c i t o s  B s e n s i b l e s  a 1  ant lgeno,  maduraci6n de  
l i n f o c i t o s  T y maduraci6n d e l  sistema procesador d e l  ant lgeno.  
Los t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  por Tyan y c o l .  ( 28 )  indican  que l a s  cg -
l u l a s  formadoras d e  ant icuerpos ,  en el  r a t 6 n  r e c i e n  nacido t i e  - 
nen l a  capacidad gene t i ca  d e  responder ya que l a s  c e l u l a s  
"stem" provenientes  d e  hlgado d e  embriones d e  1 0  d f a s  de  
ges tac idn  son capaces d e  producir cant idades  l i m i t a d a s  de  fi4, 
anti-GXC cuando se t r a n s £  i e r e n  a a d u l t o s  i r r a d i a d o s  inmuniza- 
dos  con GRC. E l  hecno d e  que normalmente no s e  d e t e c t e n  a n t i -  
cuerpos has ta  3 semanas despues d e l  nacimiento s u g e r i r f a  que su 
produccidn e s t a r l a  activamente suprimida en el  r a t d n  rec ign  na- 
c ido  y en el neonato (29) .  Precisamente en e l  r a t d n  se ha suge -
ride para c i e r t o s  antsgenos , la  e x i s t e n c i a  duran te  10s primeros 
d l a s  d e  v ida  d e  una verdadera i n t e r r e l a c i d n  e n t r e  c g l u l a s  per -
t e n e c i e n t e s  a 1  c i r c u i t 0  supresor d e  l a  respues ta  d e  an t i cue r -  
pos y o t r o  sistema denominado por Green y Gershon contrasupre-  
s o r  (30 (31) .  D e l  predominio de  uno y o t r o  mecanismo depende- 
r l a  en p o s i t i v o  o negat ivo l a  funcional idad d e  l a s  celulas.Co- 
mo l o  demuestran 10s t r a b a j o s  d e  Sherwin y Rowlands (32) ,  l a  ad -
q u i s i c i d n  d e  l a  capacidad de  l a  respues ta  inmune no es a1 a z a r  
s in0  que e s t a r i a  determinada gensticamente,  ya que e x i s t e  - u 
na secuencia l  apa r i c i6n  d e  c g l u l a s  B cornprometidas, e s p e c l f i c a s  
para  d i s t i n t o s  antigenos,cuyo patrdn d e  respues ta  es semejante 
en r a t o n e s  que comparten el l ocus  H-2K. A pesar  d e  que 10s r a t 0  -
n e s  r e c i e n  nacidos poseen l a  informacidn gene t i ca  para da r  una 
respues ta  humoral, l a  heterogeneidad de  dicha respues ta  s61o se 
alcanza  e n t r e  10s 7 y 10 d f a s  despues d e l  nacimiento ( 3 3 )  . 
Kosenberg y Cunningham (34 ) midieron e l  momento d e  apa r i c idn  d e  
l a  r e spues ta  inmune humoral t r a n s f i r i e n d o  c 6 l u l a s  d e  hlgado d e  
ratones de distintas edades a adultos irradiados. Encontraron 
que, a diferencia de las celulas de bazo maduras y competentes 
que tardan 4-5 dlas, en producir la respuesta, las provenientes 
de fetos de 15 dlas tardan 14 dlas y las de ratones recien na- 
cidos 7 dlas. 
Tambien en el hombre se han realizado estudios similares 
a aquellos descriptos en animales de experimentaci6n. En ellos 
se demuestra que es posible inducir respuesta inmunol6gica en 
el recign nacido si se utiliza el antlgeno correcto. Desde la 
decada del 50 se conoce que nifios recign nacidos pueden respon -
der a antzgenos como 10s toxoides tet6nico y difterico (35), 
vacuna anti-pertussis ( 3 6 ) ,  virus de la poliomielitis (37) y 
otros, asf como tambien son vulnerables a la infeccidn por Her -
pes simple, citomegalovirus y ciertos Coxsackie. Sin embargo es 
interesante destacar que la intensidad de la respuesta no alcan -
za a la obtenida en el adulto, pero es suficiente como para pro - 
veerlos de cierto grado de inmunidad protectora. Los estudios 
minuciosos sobre la cronologla de la maduraci6n de la respues- 
ta inmune en el hombre, han permitido la rigurosa elaboraci6n 
de 10s planes de vacunaci6n existentes. 
Si bien el desarrollo inmune estarfa determinado geneti- 
camente no puede descartarse como uno de 10s factores responsa- 
bles del estado final de maduraci6n de la capacidad inmunolbgica, 
l a  i n f l u e n c i a  que ejerce l a  est imulacidn an t iggn ica  d e l  medio 
arnbiente. 
1.2.2. Desarro l lo  d e l  t e j i d o  l i n f o i d e :  
Se acepta  que el sistema l i n f o i d e  comprometido- en l a  res -
puesta  inmune e s t d  cons t i tu fdo  por: 1) componentes c e n t r a l e s  
re lac ionados  con l a  d i f  e renciac idn  de  l a s  c g l u l a s  l i n f o i d e s  p r i  -
m i t i v a s  h a s t a  su transformacidn en l i n f o c i t o s  capaces d e  reac-  
c ionar  con e l  ant lgeno y 2 )  un compartimiento p e r i f g r i c o  cuyas 
c 6 l u l a s  ya maduras pueden reacc ionar  inmunol6gicamente. E l  sis -
tema l i n f o i d e  c e n t r a l  comprende a su vez: a )  l a  m6dula 6sea b) 
e l  timo y c)  un cons t i tuyen te  cuya inmunidad so lo  se e s t a b l e -  
c i 6  con c e r t e z a  en l a s  aves (bursa  d e  Fabr ic io )  per0 que en 10s 
mamXferos r e c i b e  e l  nombre de  t e j i d o  equiva lente  a l a  bursa.  E l  
sis tema l i n f o i d e  p e r i f e r i c o  comprende: a )  10s gangl ios  l i n f d t i  -
cos,  b) e l  bazo y c) el. t e j i d o  l i n f o i d e  i n t e s t i n a l .  
Los l i n f o c i t o s  provienen de  l a  mgdula 6sea (hfgado f e t a l  
0 sac0 v i t e l i n o )  donde se or ig inan  por d i v i s i 6 n  de  las  c e l u l a s  
madres o "c6 lu las  stem". D e  a l l 5  migran a 10s d r g a n o s c a n t r a l e s  
donde maduran y adquieren nuevas c a r a c t e r f s t i c a s  y func iona l i -  
dad que 10s conv ie r t e  en l i n f o c i t o s  B o T expresando en susmem -
branas una s e r i e  de  marcadores que 10s hacen fdci lmente d i s t i n  -
g u i b l e s  e n t r e  s f .  
Los linfocitos T maduran en el timo y 10s B en labursa 
de Fabricio, en las aves. La naturaleza anatdmica del equiva- 
lente de la bursa en 10s mamfferos todavfa no est6 suficiente -
mente definida y se encuentra en discusi6n. Una vez completa- 
da la etapa de maduracidn, 10s linfocitos migran hacia 10s 6r -
ganos perifericos donde se alojan. La Gltima etapa de la madu -
racidn y la verdadera activacidn de las celulas se cumplen a 
partir del contact0 con un antfgeno y/o por alguna otra sefial 
estimulatoria . Cuando asf sucede, el linfocito B se transfor -
ma en una cglula plasmStica productora de anticuerpos y ellin -
focito T evoluciona hacia alguna de las funcionalidades cono- 
cidas, ayudador, efector, citot6xico o regulador. 
Despues del descubrimiento, hace aproximadamente 10 asos 
de c&lulas linfoides no T y no B denominadas seg6n su funcio- 
nalidad, destructoras naturales (NK) y supresoras naturales 
(NS), muchos adelantos se han hecho en cuanto a su mod0 de ac -
cidn,pero su linaje hematopoy6tico aCzn no ha sido estudiado 
profundamente asl como tambien su aparicidn ontogengtica. 
El desarrollo ontoggnico de 10s drganos linfoides, ha si -
do objeto de nurnerosas investigaciones. 
En todos 10s animales en 10s cuales se han realizado es -
tudios comparativos, el timo es el primer drgano que se desa- 
rrolla como un verdadero tejido linfoide. En el pollo cmienza 
a evidenciarse el componente epitelial ya en el octavo dia de 
gestaci6n y aproximadamente a1 lo0 dia se observan estructu- 
ras lobulillares per0 no se distingue mgdula de corteza ytres 
dfas mds tarde adquiere su desarrollo completo como drganolin -
foide (38). Existen 3 periodos de migraci6n de celulas precur -
soras hacia el timo, durante el 6to , llro y 17mo dias de ges -
taci6n (39) . Estas celulas penetran simultdneamente en la me -
dula y en la corteza, distribuyendose uniformemente en el te- 
jido tfmico. Mas tarde ya se ubican en la mgdula y debajo de 
la cdpsula timica. La bursa de Fabricio comienza a esbozarse 
a partir del mesgnquirna a1 7Odla de gestacidn per0 recign ha- 
cia el dia 18 presenta una estructura linfoide bien organiza- 
da (40). 
El desarrollo bur& es nbximo entre las 3 y 6 semanas de 
vida para comenzar luego a involucionar hasta la semanal6(41) 
En el momento de la eclosi6n solo el timo y la bursa se dife- 
rencian como tejido linfoide. En el rat6n el timo desarrolla 
actividad linfopoyetica a partir del dla 14 de gestacidn yaque 
hasta ese momento consistla en una condensacidn de tejido me- 
senquimatoso (42). Los n6dulos linfdticos y el bazo as5 como 
tambign el tejido linfoide intestinal no presentan una estruc -
tura -1infoide bien organizada hasta despues del nacimiento. Es -
to mismo sucede en otras especies de mamiferos como la rata,el 
hamster y el conejo (43). 
1.2.2.1. Maduracidn de 10s linfocitos B 
Trabajos realizados en pollos han demostrado que laspri -
meras c6lulas portadoras de inmunoglobulinas intracitoplasmd- 
ticas (IgMc) aparecen en la bursa hacia el dla 12 degestaci6n 
Esta inmunoglobulina tiene en ese momento una localizaci6n di -
fusa; hacia el dla 16 se localiza fundamentalmente alrededor 
del nficleo y luego de la eclosidn se la observa formando'vesl - 
culas citoplasmdticas (44). 
A diferencia de lo que sucede en 10s mamlferos, noexis -
te en el pollo, un perlodo prolongado de sintgsis de cadenas 
intracitoplamdticas (45). La secrecidn de IgM comienza el dla 
18 de gestaci6n (44). 
En otros tejidos como el bazo, las c6lulas portadoras 
de inmunoglobulinas aparecen mds tarde que en la bursa (41). En el 
bazo durante 10s 10 primeros dlas de gestaci6n no es posible 
observar cglulas que puedan ser clasificadas como 1infoidesEn 
el dia 11, se encuentran cglulas grandes, medias y pequefiaspe -
ro la actividad linfopoygtica de este 6rgano es baja hasta el 
dla 16 (38). 
La bursectomla realizada alrededor del dla 17 de gesta- 
cidn conduce a una profunda deficiencia inmune generalizada. 
Sin embargo abn realizada en estadlos mis tempranos del 
desarrollo es posible encontrar algunos vestigios de inmunidad 
humoral (47), lo que sugerirla la posible existencia de otros 
tejidos , en estos animales, en 10s cuales podrla ocurrir tam- 
bidn la maduracidn de 10s linfocitos 3. 
En 10s mamlferos la formaci6n de linfocitos B no serestrin -
ge a un simple tejido (48). Se habld de varios sitios posibles, 
incluyendo la misma mddula dsea,tejidos linfoides intestinales 
y el hfgado fetal. 
La mbs temprana detecci6n de linfocitos B es en drganos he -
matopoy6ticos tales como el hlgado y el bazo fetales. El desarro -
110 de cslulas B a partir de cglulas derivadas del sac0 vitelino 
no ha sido estudiada suficientemente. Los principales adelantos 
respecto a la maduracidn de linfocitos B en mamlferos fueron ob -
tenidos utilizando el rat6n como modelo experimental. Owen y col 
(49) en estudios realizados con explantes de hfgado y bazo feta- - 
les murinos, han demostrado que cdlulas carentes de inmunoglobu -
- 
linas de superficie (Igs ) generaron cdlulas B . Estos au- 
toresfen trabajos posteriores, demostraron tambign que la m6dula 
6sea fetal es un importante sitio de produccidn de cdlulas B que 
continda adn en la edad adulta, mientras que el hlgado y el bazo 
declinan en su funci6n despuds del nacimiento (50). 
Abney y col (51) propusieron un esquema en la maduracidn de 
10s linfocitos B del rat6n basados en la expresidn secuencial de 
+ inmunoglobulinas. La celula denominada Pre-B que es IgMc apare -
cerla en el hlgado fetal a 10s 12 dlas de gestacidn. Estas c6lu - 
las alrededor del dla 17 darlan origen a linfocitos B inmaduros 
que se caracterizan por poseer IgM en su superficie, carecen 
del marcador Ia codificado por el complejo mayor de histocompati 
bilidad H~(I~-) (I~M~+) y ser estimulables por mitdgenos como el 
LPS . 
En el momento del nacimiento se encuentran en hlgado y en 
el bazo del rat6n cglulas B que presentan en su superficie IgM 
acompafiada ya sea por alguna de las subclases de IgG o 1gA.Des- 
pugs de 7 dlas se detecta ademds IgD en c6lulas de bazo y nddu- 
lo linfdtico. El cambio o "switch" de inmunoglobulinas de super -
ficie puede ocurrir in vitro en ausencia de linfocitos T ayuda- 
dores en ci5lulas con o sin IgDs (52). Las cglulas B portadoras 
+ del marcador genetic0 Ia (Ia ) son pocas en nbero y poseen baja 
densidad de este antlgeno en 10s ratones reci6n nacidos; su ex- 
presidn completa se produce algunas semanas despu6s del nacimieg 
to (53). El antfgeno Q,-2 tamhien codificado por el H2 se encuen -
tra solamente en celulas precursoras de la mi5dula 6sea del adul- 
to y no en tejidos fetales. Su expresidn se completa 4 semanas 
despugs del nacimiento. Algo similar ocurre con el antigen0 de 
la serie Ly,  Lyb-2, el cuzl no se detecta en celulas fetales pre -
+ 
cursoras del linfocito B. Aunque se han detectado cglulas 19-FC 
en hfgado fetal (54) 10s niveles de esta cglula no alcanzan 10s 
hallados en el bazo del animal adulto hasta 4-6 semanas de edad. 
El receptor C3 aparece tardfamente en la ontogenia y es apenas 
detectado antes de las 2 semanas. Los niveles del animal adul- 
to se alcanzan entre las 2 y 4 semanas de edad. Por lo tanto,la 
formacidn de c6lulas B en tejidos fetales tiene lugar a travgs 
de procesos diferentes a 10s que ocurren en la vida adulta. Esto 
ha sido confirmado recientemente por Landreth y col, (55) utili -
zando un anticuerpo monoclonal dirigido hacia antfgeno 14.3 pre -
sente en cglulas B y en sus precursoras. Asf pudieron obtener 
una suspensidn enriquecida de celulas precursoras y de linfoci- 
tos B y compararon la linfopoiesis del animal adulto y del em- 
bri6n. Comprobaron que las celulas precursoras provenientes del 
+ hzgado fetal de 16 dfas que son 14-8 I~s-/u,+ abarcan solo el 
1% de las celulas totales y son grandes y con n6cleos lobulados. 
A 10s 19 dfas ya ocupan el 30% y han disminuido de tamaiio seme- 
jdndose a las c6lulas precursoras del animal adulto las que se 
encuentran ocupando el 50%. 
1.2.2.2. Maduraci6n de linfocitos T 
En 10s Gltimos 10 afios el empleo de sueros especfficos di- 
rigidos hacia 10s determinantes antigenicos de membrana Thy-1, 
TL, y de la serie Lyt ha permitido estudiar la ontogenia del 
,lin£ocito T y diferenciar sus distintas subpoblaciones. 
Owen y Ritter (56) utilizando tecnicas de citotoxicidad 
e inmunofluorescencia demostraron que las c6lulas "stem" migran 
hacia el epitelio tlmico alrededor del dfa 11 de gestacidn y ya 
+ 
en el dla 13 es posible identificar cglulas Thy-1 . Tyan (57)  
demostr6 que estas cglulas "stem" provienen principalmente del 
hlgado fetal y ya estdn presentes antes de la aparicidn del ti- 
mo. A partir del dla 14 hay una proliferacidn celular exponen- 
cia1 y se detectan linfocitos portadores en su superficie de an -
tfgeno de la serie Ly en timo y ya en el dla 19 estdn expresa- 
dos en niveles semejantes a 10s del rat6n adulto, mientras que 
10s niveles de TL son mayores y 10s de 10s antfgenos codificados 
por el H-2 son menores (58). En el perfodo intratlmico 10s deter -
minantes antigenicos de membrana Ly 1, 2, 3 se expresan simultd -
neamente en 10s timocitas . A 10s 7 dlas de vida 10s linfocitos 
+ + 
~yl+, 2 , 3  pueden ser detectados en bazo. Estos linfocitos in- 
+ + +  
maduros Lyl 2 3 pierden algunos de sus antxgenos y conservan 
otros conformando distintas subpoblaciones linfocitarias liga- 
das a diferente funcionalidad (59). 
Olson y col. (60) estudiaron el desarrollo postnatal de c6 -
+ + lulas T Qa-4 6 Qa-5 , antigenos que estdn expresados sobre lin -
focitos perifi5ricos. Comienzan a detectarse en bajos niveles en 
el momento del nacimiento, incrementdndose hasta alcanzar 
la concentraci6n del animal adulto entre 4 y 6 semanas. 
1.2.3. Desarrollo ontogenetico de la respuesta inmune mediada 
por cglulas. 
Luego del nacimiento de la inmunologla a fines del siglo 
pasado y de delimitar su complejidad se desarrollaron una serie 
de trabajos experimentales destinados a estudiar la respuesta 
inmune. En la d6cada de 1920, Freund (61) (62) estudi6 detalla- 
damente. la reacci6n del cobayo,sensibilizado con bacilo tuber- 
culoso muerto,a la inyeccien intradermica de tuberculina descrip -
ta casi 40 afios antes por Kock(63). ~emostr6 que esta reaccidn 
era negativa o muy pobre en animales de menos de un mes de edad 
en comparaci6n con la del cobayo adulto. Sin embargo se sensibi- 
lizaban cuando recibfan una inyecci6n intraperitoneal de tuber- 
culina de la misma manera que 10s cobayos adultos tuberculosos. 
Estos resultados fueron tambign corroborados por Salvin y col 
(64). Es evidente entonces que la deficiencia del cobayo recign 
nacido no atafie el mecanismo de sensibilizacidn sin0 a las carac -
teristicas anatemicas y fisiol6gicas de la pie1 del animal joven 
Trabajos posteriores realizados y en otras especies inclusive en 
el hombre demostraron resultados similares (65) (66). 
Estudiando la ontogenia del rechazo de injerto de pie1,las 
experiencias indicaron que la capacidad del rechazo se adquiere 
mds precozmente que la mayorfa de 10s fendmenos inmunolbgicos, 
y,dependiendo de la especie animal puede ocurrir antes del naci- 
miento (67) (68) o despugs (69) . Cohen y col. (70) demostraron 
que el timo del ratdn recisn nacido es inmunoldgicamente reacti -
vo contra antigenos de transplante. Goldstein y col (71) ensaya -
ron la reaccidn'injerto contra hu6sped*en adultos irradiados que 
hablan sido kransferidos con cglula de timo o bazo provenientes 
de ratones no natos desde 10s 19 dias de gestaci6n. Estas expe- 
riencias apoyaron 10s resultados de Cohen y demostraron que las 
cglulas T esplgnicas adquieren cierto grado de competencia in- 
munoldgica,para determinados antlgenos entre el 3ro y 4to dla 
post-natal que incrementa con la edad (72)alcanzando 10s niveles 
m6ximos a 10s 30-60 dias de vida (73). 
Papiernik y col. (74) sugirieron que la maduracidn se rea- 
liza bajo control humoral tlmico. Los timocitos de ratones neo- 
natales tambign son capaces de responder "in vitro" a celulas a- 
loeisogeneicas (75) y a mitdgenos (PHA y Con A) ? aunque 10s nive -
les del adulto no se adquieren hasta las 3 semanas de vida (76). 
Chiscon y Golub (77) examinando la maduracidn de las cglu- 
las T en terminos de su habilidad para colaborar como "ayudado- 
ras" en la produccidn de anticuerpos anti-gldbulos rojos de car- 
nero demostraron que 6sta se adquiere a las 48 hs. despues del 
nacimiento per0 alcanza niveles del adulto entre 10s 8 y 10 dfas 
aunque la respuesta a antigenos T dependientes es detectable 
despues de la primera semana de vida. Raybourne y col (29) pro_ 
pusieron que la carencia de respuesta en 10s primeros tiempos. 
post-nacimiento se deberla a la presencia, en 10s ratoens re- 
cien nacidos, de celulas supresoras inespeolficas. Estudios pos -
teriores realizados por Muraoka y Miller (78) caracterizaron 
fenotlpicamente esta poblacidn celular demostrando que son c6lu -
las ~ h ~ - l -  1gs-, resistentes a la radiacidn, que se detectan en 
el hlgado fetal a 10s 13 dfas de gestaci6n. En el momento del 
nacimiento, el 80% de las cglulas mononucleares de bazo portan 
este fenotipo mientras que a 10s 30 dfas de vida el porcentaje 
se reduce a1 20% (79). 
1.2.4.Tolerancia inmunoldgica y maduracidn 
Un camino adicional para estudiar la ontogenia de la inmu- 
nidad es considerarla en tgrminos de la susceptibilidad para la 
produccidn de tolerancia inmunol6gica. Este fendmeno tuvo su o- 
rigen en las observaciones de Owen en 1945 (80) de que terneros 
gemelos univitelinos presentaban en circulaci6n1 sin alteraci6n 
alguna,dos grupos sanguineos diferentes. Su interpretacidn fue 
que 10s gemelos hablan intercambiado precursores celulares san- 
gulneos durante la vida fetal aceptdndolos como injertos funcio -
nales. Ambos aceptaban mutuamente injertos de pie1 aunque recha -
zaban 10s de sus pedres o de hermanos de diferente camada. 
La susceptibilidad para la inducci6n de tolerancia varia 
de especie a especie, de cepa a cepa, de la naturaleza y dosis 
de antlgeno asl como tambign de la ruta de adrninistracidn. En 
determinadas condiciones puede ser producida en la edad adulta 
como lo demuestran 10s trabajos de Dresser (81), per0 la faci- 
lidad de inducir un estado de tolerancia estd inversamente rela -
cionada a1 desarrollo del tejido linfoide. La mayor facilidad 
para la producci6n de tolerancia corresponde a1 periodo embrio- 
nario y neonatal y su duraci6n es variable dependiendo de la es -
pecie y naturaleza del estlmulo. Se ha sugerido que la toleran- 
cia a lo propio se genera durante este periodo crftico.l?riedman 
(82) propuso que la intensidad y duracidn de la carencia de re2 
puesta estd relacionada a la concentracidn del antlgeno en las 
c6lulas linfoides. Demostrd que la transferencia de c6lulas de 
bazo de ratones normales a neonatos inoculados con una dosis to -
lerizante de Shigella paradysenteriae impide el establecimiento 
de la no respuesta debido a1 increment0 en el nGmero de celulas 
disponibles para el antlgeno. Los trabajos de Neeper (83) pare- 
cen indicar que la induccidn de tolerancia en el adulto resulta 
de la destrucci6n de celulas inmunol6gicamente competentes. Es- 
tos resultados se interpretaron en favor de la teoria de la to- 
lerancia inmunol6gica por aborto clonal (84). La diferencia es- 
cencial entre ratones maduros y reci6n nacidos por lo tanto, 
estarla en el nhero relativo de celulas inmunol6gicamente com- 
petentes disponibles. 
Cuando se desarrolla un estado de tolerancia pueden com- 
prometerse linfocitos T o B o ambos, aunque las celulas T son 
mds facilmente inducibles que las B. Por otra parte Nossal y 
Pike (85) demostraron que 10s linfocitos B de animales inmadu- 
ros son mds facilmente inducibles que 10s provenientes de ani- 
males maduros. Los trabajos realizados por Venkataraman y Scott 
(86) tratando de explicar 10s mecanismos de la tolerancia en la 
edad adulta y neonatal, demuestran que en estos dltimos existe 
una eliminaci6n clonal de celulas especlficas para ese antigen0 
cuando son inoculados con dosis tolerigenicas. 
Todas estas teorias han sido objetadas frente a la eviden -
cia surgida de recientes estudios que indican la presencia de 
mecanismos supresores activos en la induccidn de la tolerancia 
neonatal. Ya han sido muy bien descriptos en el rat6n adultocir -
cuitos supresores especlficos que regulan negativamente la res- 
puesta hacia varios antlgenos principalmente haptenos a travss 
de factores producidos por las distintas subpoblaciones de c6- 
lulas T supresoras interactuantes (87). Okada y Strober (88) de -
mostraron la presencia de c6lulas T supresoras inespeclficas en 
la mgdula dsea de ratones recign nacidos las cualesactivarlan 
la formaci6n de celulas T supresoras especlficas y responsahles 
de la supresi6n de la actividad T citolltica. Estas interaccio- 
nes reguladoras explicarfan la facilidad de induccidn de toleran -
cia " in vivo" en el recign nacido. 
Otros investigadores han propuesto la existencia de facto- 
res sgricos supresores en 10s animales recign nacidos. En este 
aspect0 Gershwin y col (89) estudiaron el efecto de la M-feto- 
proteina, una proteina sgrica presente en alta concentracien en 
el suero de ratones recign nacidos y de embriones y en baja con- 
centracidn en 10s animales adultos. 
Estos autores demostraron que producirla la generacidn de 
cglulas T supresoras esplgnicas sensibles a la cortisona. Tam- 
bien se encontr6 que la d-fetoprotelna actuarla sobre monoci- 
tos activadores de linfocitos T supresores (90). No se puede de -
jar de lado 10s trabajos de Green y Gershon ya mencionados (30) 
(31) 10s cuales ponen en evidencia la existencia, en el ratdn 
adulto de cglulas T contra-supresoras. La falta de capacidad fun -
cional en estas cglulas en el recign nacido podrfa ser otro me- 
canismo que explicarla tambi6n la facilidad de inducci6n de to- 
lerancia en estos animales. 
Son muchos 10s mecanismos que pueden explicar las diferen -
tes susceptibilidades a la inducci6n de tolerancia en animales 
adultos y neonatos. Es probable que mbs de uno est6 involucrado 
en el desarrollo del estado de tolerancia lo que dificulta el 
estudio de cada uno de 10s sistemas. En la actualidad sonmuchos 
10s grupos de trabajo que estdn tratando de profundizar en este 
tema . 
1.2.5. Inmunobiologla de la relacibn materno-fetal: 
Una de las paradojas inmunol6gicas mds diflciles de expli -
car es que 10s fetos de 10s mamlferos que presentan un set inmu -
genetic0 de antlgenos del padre, extrafios a la madre, sobrevi- 
van a1 perfodo de gestacibn intrauterino sin rechazo, aunquela 
madre sea capaz de rechazar injertos provenientes del padre. 
Medawar (91) en 1954 tratando de explicar esta paradoja formul6 
una serie de hipbtesis: 
- el feto no es inmunog6nico y por lo tanto no induce una res- 
puesta inmunol6gica materna. 
- la preiiez altera la respuesta irimunoldgica materna. 
- el dtero es un sitio privilegiado inmunol6gicamente. 
- el feto no es afin inmunoldgicamente competente. 
Estas .hiF6tesis han originado el andlisis crltico de 10s in -
vestigadores para llegar a un entendimiento de este fen6menotan 
comple jo . 
Una. vez que se ha producido la fecundaci6nf el blastocito 
migra protejido por las secreciones mucoideas hasta su implanta -
ci6n. En el rat6n existen evidencias que el blastocito es 
inmunoggnico ya antes de su implantaci6n (92) y se ha comproba- 
do que existen inmunoglobulinas maternas que se unen a1 blasto- 
cito (93) cuyo papel biol6gico no estd claramente definido. 
Los resultados obtenidos acerca de la inmunogenicidad del 
trofoblasto son contradictorios. En la placenta se ha comproba- 
do la existencia de antlgenos especlficos capaces de originar 
una respuesta inmune responsable de abortos espontdneos (94). 
Los antfgenos de histocompatibilidad aparecen en las cglu 
las internas del embri6n de rat6n a las 96 hs, post fecundacidn 
(92). En otras especies tambign se han detectado antfgenos feta -
les durante el perlodo de gestaci6n que provocan en la madre el 
desarrollo de anticuerpos como 10s bien conocidos anti-Rh,anti- 
HLA en el hombre cuyos tltulos incrementan con 10s sucesivos em -
barazos.Se ha descripto una IgG (95) dirigida contra antlgenos 
HLA-Dl 10s cuales estdn involucrados en el inicio de la sensibi -
lizacidn de linfocitos efectore~~hecho que contribuirfa a la su -
pervivencia del feto actuando como anticuerpos bloqueantes. 
Una serie de trabajos han demostrado que las c6lulas ma- 
ternas estdn claramente sensibilizadas hacla antfgenos paternog 
~porqug el feto no es entonces rechazado inmunoldgicamente por 
la madre ?, Muchas teorfas se han elaborado a1 respecto. 
El Gtero podrla ser considerado un sitioinmunol6gicamente 
privilegiado debido a1 escaso drenaje de linfocitos lo que 
explicarla por que, el feto, no es rechazado dentro del dtero co 
- 
mo cuando se implanta en otros tejidos (96). Sin embargo es posi -
ble inducir respuestas inmunes locales en el dtero de algunos - a
nimales de laboratorio. Beer (97) ha sugerido que en d. mbaXaz0 , 
10s linfdticos que drenan el Gtero podrlan generar c6lulas T su -
presoras o anticuerpos bloqueadores. Algunos autores hanpr~pues - 
to que las hormonas,cuya cancentracidn aumenta en el perlodoges 
tiona1,tienen efectos inmunosupresores, serla el caso de 10s es -
trdgenos (98) y de la progesterona (99). Altas dosis de estas 
hormonas tambien son capaces de inhibir la respuesta inmune hu- 
moral (100). ~licoproteinas asociadas a la prefiez,como H2-ma 
- 
croglobulina, /3 glicoprotelna, y o(- fetoprotezna que es un 
componente normal del fluid0 amni6tico y del suero fetal en mu- 
chas especies (101), tienen tambien efecto supresor sobre lares 
- 
puesta inmune (102). 
Kaliss y Dagg (103) sugirieron que ciertos anticuerpos 
humorales presentes en el suero materno dirigidos especzficamen 
- 
te hacia antlgenos fetales, a1 bloquear sus determinantes antige 
- 
nicos,facilitarfan el crecimiento celular . En ausencia de esos 
anticuerpos las_c$lulas fetales serfan rechazadas. 
Los trabajos realizados por Wegmann y col. (104) demues- 
tran que la placenta actua como una barrera inmunoadsorbente es 
- 
peclfica e inespecffica para anticuerpos dirigidos contra 10s 
antlgenos de histocompatibilidad paternos presentes en el feto. 
Wegmann (105) utilizando anticuerpos monoclonales especificos 
para antsgenos paternos consiguid la uni6n a la placenta de es- 
tos anticuerpos,no solo a traves del fragrnento Fc sin0 tambi(5n 
utilizando el fragrnento F (ab')p. Es debido a este secuestro 
placental el'hecho de que no se encuentren anticuerpos citotdxi - 
cos dirigidos contra antlgenos fetales en la sangre neonatal 
(106). 
El suero normal de mujeres multlparas inhibe la prolifera -
cidn en las reacciones de MLR ( Mixed Lymphocyte ~eaction)entre 
linfocitos de origen materno y paterno y tambien la produccidn 
de MIF (factor inhibidor de la migraci6n de 10s macrdfagos) a 
traves de "un factor" caracterizado como IgG (107). Estos anti- 
cuerpos son citotdxicos para celulas B y han sido eluidos de la 
placenta humana (108). Chaouat y Voisin (109)describieron tam- 
bi6n en hembras multlparas la presencia de c6lulas T supresoras 
que inhiben la MLR entre cglulas maternas y paternas. Reciente- 
mente se ha demostrado que cglulas trofobl6sticas o algunos de 
sus productos tienen efect~ inhibidor sobre varios tipos de c6 
- 
lulas citotdxicas que son potencialmente, para el fet0,peligro-,:. 
sas (110). 
Se puede concluir, a partir de todos estos resultados,que 
serlan varios 10s mecanismos que asegurarian la supervivencia 
,del feto en el 6tero materno. 
Un aspect0 muy importante a considerar en esta interrela- 
ci6n es la transferencia pasiva de anticuerpos de la madre a1 
feto. En todas las especies de aves y mamlferos estudiadas, hay 
mecanismos provistos por la naturaleza que aseguran la transfe- 
rencia de protelnas inmunoldgicamente activas de la madre a1 re -
cien nacido. Los primates incluyendo a1 hombre, difieren de las 
otras especies en que la transferencia, de las x- globulinas 
se produce a traves de la placenta mientras que en el conejo, 
cobayo y rata tienen lugar tambien a traves del sac0 vitelino 
(111). En el pollo se realiza vla el epitelio folicular del em- 
bri6n de 4-5 dlas de vida y a traves del sac0 vitelino en el em -
bri6n tardlo (112). En el porcino y bovino, no ha podido eviden -
ciarse la transferenciade -globulins a1 feto. La transmisi6n 
m6s importante, en estos animales, se realiza a trav6s delcalos -
tro. En roedores la leche materna es tambien una vla significa- 
tivamente importante de transferencia pasiva de inmunidad a1 fe -
to. Por lo tanto, cuanto menos nhero de capas tenga la placen- 
ta mayor importancia cobra la vla transplacentaria en la trans- 
ferencia de inmunidad. 
Muchos grupos de trabajo han concluido que las inmunoglo- 
bulinas que tienen la capacidad de ser transmitidas a1 feto per - 
tenecen a la clase IgG. El mecanismo por el cu6l esta inmunoglo -
bulina atraviesa 10s tejidos fetales consta de dos pasos: 1)re- 
conocimiento por receptores presentes en su mernbrana yposterior 
unidn a ella 2) translocacidn activa. Estudios realiza&os'"'eW'Co - ,. 
nejos han demostrado que la IgG se une a travgs de la regidnCH2 
de su fragment0 Fc a receptores especlficos presentes sobre la 
superficie celular endodermica del sac0 vitelino y luego por en -
docitosis, seguida por transporte a traves de la cglula, es li- 
berada a 10s vasos sanguineos del mesoderm0 vascularizado (113 
Por otra parte la placenta actua ccgllouna-barrera select2'va. a1 trb- 
fico celular entre la madre y el feto (114). 
La principal inmunoglobulina presente en el calostro de 
muchas especies estudiadas es la IgA (115) (116) (117) la cub1 
es sintetizada por cglulas plasmaticas locales cuyos precurso- 
res se originan en el tejido linfoide asociado a1 intestino 
(118). En el calostro hay un componente celular que en el hombre es -
tb constituido en su mayorla por macr6fagos, leucocitos polimor -
fonucleares y aproximadamente 10% de linfocitos T y B cuyo pa- 
pel bioldgico no se conoce con exactitud. Aparentemente 10s lin -
focitos T pertenecen a un subset seleccionado y iiiferente-.de--10s 
encontrados en sangre perifgrica (119). No son concluyentes 10s 
resultados obtenidos acerca de siestos linfocitos pasan o no 
por el epitelio intestinal del recign nacido y ejercen en 61 a1 
- 
guna funci6n inmunolbgica. 
Las inmunoglobulinas llegan a la circulaci6n del feto y 
del recign nacido a travgs de las celulas endodermicas intesti- 
nales por proceso de pinocitosis (120). 
En las ratas lactantes, se ha encontrado IgA proveniente 
de la leche materna en el primer tercio proximal del intestino 
delgado y aparentementesus sitiosde uni6n a la membrana de-las 
celulas intestinales difieren de 10s sitios en 10s cuales se u 
- 
ne la IgG (123). 
-2. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 
Algunas de las preguntas bdsicas de la inmunologfa pue- 
den llegar a responderse con un estudio detallado del desarro- 
110 de la inmunidad en tgrminos ontogengticos. La rata es uno 
de 10s animales mds empleados en 10s trabajos experimentales 
y sin embargo, a diferencia del rat6nf no es posible encontrar 
en la bibliografla suficientes datos que permitan un conoci- 
miento adecuado de la evolucidn ontogen6tica de su maduracidn 
imnuno16gica. 
Como se tratd en la seccidn anterior son muchos 10s as- 
pectos relacionados con este tema. 
Un estudio profundo que abarque el amplio espectro de in -
terrelaciones celulares, adquisici6n de la-capacidad de produ- 
cir una respuesta tanto humoral, como celular, a distintos 
antigenos, posibilidad de inducir un estado de tolerancia, madu -
raci6n de todos 10s elementos que intervienen en una respuesta 
inmune, habilidad para iniciar o expresar respuestas alergicas, 
conocimiento de la relacidn materno fetal tanto en Lo que se re -
fiere a transferencia pasiva de anticuerpos por tejidos feta 
- 
les y/o por leche como determinar la influencia de dicha trans- 
ferencia en la capacidad de 10s neonatos de desarrollar una res 
- 
puesta a~tiva~utilizando como modelo la rata, es un trabajo ar- 
duo y muy extenso. El objeto de esta tesis fue tomar algunos 
aspectos de estos problemas, iniciar su estudio detallado y 
con ello obtener bases de comprensi6n mlnima que sin duda po- 
drdn ser ampliados empleando tgcnicas y metodologla mds preci -
sas, que el acelerado avance de la inmunologla nos provee. 
Estudios desarrollados en esta tesis comprenden: 
2.1. Estudio de las protelnas sericas 
Un completo conocimiento de la quimica, fisico qufmica 
y propiedades inmunoqulmicas de las protelnas del suero son 
un prerequisito para lograr el entendimiento de sus procesos 
patoldgicos y fisiol6gicos. 
El andlisis de las protefnas sericas normales en las ra- 
tas serd un estudio previo para comprender las eventuales mo- 
dificaciones relacionadas con la edad con especial referencia 
a las inmunoglobulinas. 
2.2; Maduracidn de la respuesta inmune humoral 
En el estadfo embrionario y en el perlodo neonatal, 10s 
animales son deficientes inmunol6gicamente. Sin embargo, se ha 
demostrado que utilizando determinados antlgenos es posible en 
algunas especies inducir la producci6n de anticuerpos activa- 
mente. En este trabajo se emplearon diversos antigenos con ca- 
racterlsticas diferentes para determinar con cada uno de ellos 
la edad en la cual la rata adquiere la capacidad de desarro- 
llar una respuesta inmune humoral. Se conoce en esta respues- 
ta la participacidn de las celulas T ayudadoras en la forma- 
ci6n de anticuerpos dirigidos hacia gl6bulos rojos de carnero 
(GRC) y hacia Alb6mina SBrica Bovina (ASB), antfgenos que se 
clasifican en este caso como Timo-dependientes. Uno de ellos 
particulado y por ende con mayor antigenicidad y otro soluble. 
La respuesta hacia estos antigenos depende adem6s de la parti -
cipacidn de c&lulas auxiliares como por ejemplo 10s macr6fa- 
gos. Pox el contrario, la respuesta l~acia otro grupo de sus- 
tancias antigenicas clasificadas como Timo-independientes, de -
pende sdlo de la actividad de las c&lulas B. En este trabajo 
se empled un lipopolisac6rido componente de la pared celular 
de Escherichia coli como antfgeno Timo-independiente. 
2.3. ~nduccidn de tolerancia: 
Es bien conocida la mayor facilidad en el desarrollo de 
un estado de tolerancia ligada a la inmadurez del sistema lin- 
foide. Uno de 10s objetivos de este trabajo fue comenzar el es -
tudio de la posibilidad de desarrollarla en la rata neonatal 
y las posibles modificaciones que pueden surgir en la respues -
ta a1 variar las dosis y las vfas de administraci6n del antli.- 
geno empleado. 
2.4. Desarrollo de la capacidad de iniciar y/o expresar reac- 
ciones de hipersensibilidad. 
Son muchos 10s elementos que participan en este tip0 de 
reacciones. Un conocimiento profundo de la capacidad de ini- 
ciarlas y/o expresarlas implica entre otras cosas el estudio 
de la maduracidn de la rata para desarrollar anticuerpos espe -
cfficos a1 antfgeno, la distribucidn y maduraci6n de elemen- 
tos celulares que intervienen,el nivel de complemento s6rico 
disponible y su variacidn seg6n la edad de 10s animales, y por 
6ltimo la integridad de 10s componentes de la pie1 que permi- 
tan expresar la reaccidn cutbnea. En este trabajo se encararon 
casi todos estos aspectos para poder determinar en qu6 momen- 
to,la rata es capaz inmunoldgicamente de expresaruna reaccidn 
positiva y con 10s resultados obtenidos se sugieren las posi- 
bles causas de incapacidad. 
2.5. Maduraci6n de la respuesta inmune celular: 
Un ejemplo tlpico de respuesta de base celular es la lla- 
mada hipersensibilidad de contact0 cuya iniciacidn depende de 
la sensibilizacidn de linfocitos T,y su expresidn de la capaci - 
dad de estase celulas de desencadenar 10s mecanismos que condu- 
ten a la reaccidn. 
Para este estudio se empled una sustancia hapt6nica am- 
pliamente utilizada como es el 2,4-Dinitro-1-fluorbenceno(DNFBb 
El DNFB es una sustancia quimica que unida a las protefnas der -
micas ("carrier") es capaz de sensibilizar el organismo. 
2.6. Estudio de la diferenciaci6n celular: 
La capacidad de un organismo de responder a un antfgeno 
determinado depende, entre otros factores, de la interacci6n 
de distintos tipos celulares que se diferencian por caminos se -
parados. Uno de ellos mediado por el pasaje por el timo(1info- 
citos T) y el otro por la bursa de Fabricius en las aves o su 
equivalente en 10s mamiferos (linfocitos B). Arnbas clases de 
linfocitos pueden ser identificados por marcadores antiggnicos 
caracteristicos presentes en la membrana celular que se adquie -
ren durante el proceso de maduraci6n. La cuantificaci6n. dis- 
tribuci6n y maduraci6n de estos tipos celulares son conocimien -
tos necesarios para comprender 10s procesos que controlan la 
aparici6n de la competencia inmunol6gica. 
2.7. Relaci6n Materno-fetal: Inmunidad pasiva natural 
La transmisidn de anticuerpos de la madre a1 feto tiene 
importancia desde el punto de vista ontogengtico fundamental- 
mente por dos aspectos: 
1) Los anticuerpos proveen protecci6n inmunol6gica pasiva a1 
recign nacido y esta protecci6n inmune tiene lugar hasta que 
10s animales adquieren su propia competencia y responden en 
forma activa a una estimulaci6n antigenica. 
2) La presencia de anticuerpos especificos derivados de la ma - 
dre influye sobre el desarrollo de la respuesta inmunol6gica 
activa en 10s animales j6venes. 
El objetivo de esta investigaci6n fue estudiar la trans- 
ferencia de anticuerpos de ratas inmunizadas a1 feto y a1 ani- 
mal lactante ya sea por tejidos fetales y/o leche, para deter- 
minar la importancia de cada una de estas vias en la inmunidad 
pasiva natural. 
Las pautas experimentales a seguir en el estudio de cada 
uno de 10s aspectos mencionados fueron determinadas primeramen -
te en el animal adulto con el fin de utilizarlo como pardmetro 
de comparacibn, en las experiencias disefiadas con ratas lactan -
tes. Se consider6 que un animal de tres meses de vida no solo 
es inmunoldgicamente maduro sin0 que es ese period0 el de acti -
vidad mdxima desde el punto de vista inmunol6gico ya que estd 
comprobado que el sistema linfoide de la rata a partir de 10s 
' cuatro meses de vida comienza su involucidn (124). 
Con la edad, el timo va disminuyendo de tamafio y peso 
mientras que el bazo lo va aumentando per0 ambos disminuyen 
en igual medida su ndmero de cglulas por gramo de peso. Esto 
implica, por lo tanto, una declinaci6n a partir de ese momen - 
to de la reactividad inmunol6gica. 
Las primeras experiencias fueron realizadas en ratas de 
la-cepa Wistar de exocrla que era mantenida y reproducida en 
10s bioterios de la Cdtedra de Microbiologia, Parasitologia 
e Inmunologfa de la Facultad de Medicina,UBA. Posteriormente 
a1 ser adquirida comercialmente a Simonsen Lab, Inc; Gilroy, 
USA, la cepa endocriada Buffalo/Sim la mayorla de 10s traba- 
jos se realizaron en esta cepa gengticamente pura. Es bien sa -
bid0 que una llnea de estas caracterlsticas presenta un 98- 
99% de homocigosis y por lo tanto la reproducibilidad y homo -
geneidad de 10s resultados es altamente superior. Por esta ra -
26x1, algunos de 10s aspectos de este trabajo fueron estudiados 
empleando esta cepa, principalmente aquellos en 10s cuales se 
debla realizar transferencia singeneica de cglulas. 
3. IWTERIALES Y METODOS 
Se u t i l i z a r o n  para l a s  exper i enc ias  dos  cepas d e  animales: 
Wistar,  d e  exocrla  y Buffalo/Sim (Simonsen Lab, Inc;  Gilroy,  USA), 
d e  endocrla ,  mantenidas y reproducidas en e l  b i o t e r i o  d e  l a  Cd- 
t e d r a  d e  Microbiologla,  Pa ras i to log la  e Inmunologla, d e  l a  Fa- 
c u l t a d  d e  Medicina, Universidad d e  Buenos Aires .  Los animales s e  
mantuvieron a lo jados  en c a j a s  p l d s t i c a s  o d e  acero inoxidable  
has ta  e l  momento d e l  d e s t e t e  y luego fueron t r a n s f e r i d o s  a j a u l a s  
especialmente diseiiadas para t a l  f i n  en grupos d e  d i e z  animales 
como mSximo. Las hembras preiiadas se cont ro laron  dos  veces  por 
d l a  para consignar con exac t i tud  l a  fecha d e  par ic i6n .  Todos 10s 
a i ~ i m a l e s  fueron a 1  imentados con Purina,  aliment0 balanceado co- 
merc ia l  y agua "ad l ib i tum" .  
3.1.2. Conejos 
Blancos d e  a l rededor  de  3 Kgs de  peso, d e  o r igen  comercial .  
3.1.3. Carnero 
Raza c r i o l l a  d e  12 a 18 meses d e  edad, f u e  donado por el 
INTA ( I n s t i t u t o  Nacional de  Tecnologla Agropecuaria) . Los gl6-  
I;" 
bulos  r o  j o s  d e  carnero  (GRC) u t i l i z a d o s  a l o  l a r g o  d e  todas  l a s  
exper i enc ias  procedieron d e l  mismo animal. 
3 . 1 . 4 .  Cabra 
D e  12 a 1 8  m e s e s  de  edad, d e  o r igen  comercial ,  
3, 2, ANTIGENOS (Ag) Y DISERO EXPERIMENTAL 
3 ,  2.1. P a r t i c u l a d o s  
G16bulos Ro j o s  d e  Carnero 
Fueron obtenidos  a p a r t i r  d e  l a  vena yugular d e l  carnero ,  
coloca'dos inmediatamente en Solucidn Alsever y almacenados a 4 O C .  
Se usaron en todos  10s casos ,  den t ro  d e  10s 3 0  d l a s  d e  su ex t rac -  
c i6n .  Previo a su empleo en 10s d i s t i n t o s  experimentos, fueron 
lavados tres veces con Soluci6n F i s i o l 6 g i c a  (SF) , contados en 
una cdmara d e  Neubauer y d i l u l d o s  a l a  concentraci6n deseada. 
E s t e  Ag f u e  u t i l i z a d o  en r a t a s  Buffalo/Sim en una serie d e  
exper ienc ias  para e s t u d i a r  el d e s a r r o l l o  de  l a  capacidad d e  10s 
animales d e  formar an t i cue rpos  ( A C ) .  Se inves t ig6  l a  r e spues ta  
s e r i c a  y se c u a n t i f i c a r o n  l a s  c s l u l a s  fornadoras  d e  Ac (CFA). 
Adembs, se determin6 l a  r e spues ta  p r i n a r i a  y secundaria.  E s t a s  
exper i enc ias  fueron d e s a r r o l l a d a s  en r a t a s  a d u l t a s  y de  d i f e r e n -  
tes edades con disefios experimentales que se d e t a l l a n  a continua- 
c ibn  : 
I)  Ratas  d e  3 meses d e  v ida ,  consideradas a d u l t a s ,  se emplearon 
como pat r6n  a l o  l a rgo  d e  l a s  exper i enc ias  d e l  t r a b a j o .  Por l o  
t a n t o  todos  10s v a l o r e s  obtenidas  con animales d e  d i f e r e n t e s  eda- 
d e s  fueron comparados con 10s encontrados en l a  r a t a  d e  3 m e s e s  
d e  v ida .  Los animales s e  inocularon con 10' GRC, un l o t e  por vfa  
sub-cutsnea (sc) en l a  a lmohadil la  p l a n t a r  y o t r o  l o t e ,  por v l a  
i n t r a p e r i t o n e a l  ( i p )  . La respues ta  humoral f u e  valorada por he- 
maglutinacidn d i r e c t a  a p a r t i r  d e  sueros  obtenidos  10s d l a s  4 ,  
8, 1 4 ,  18, 22, 28, 35 y 42 post-inoculacidn ( p i ) .  
11) Ratas  d e  d i s t i n t a s  edades fueron inoculadas con 10' GRC por 
v f a  i p  o por v l a  sc  en l a  reg idn  c e r v i c a l .  La respues ta  humoral 
f u e  va lorada  por hemaglutinaci6n d i r e c t a  10s d l a s  7 y 1 4  p i .  
111) Para determinar  s i  l a  ca renc ia  d e  r e spues ta  observada en l a s  
r a t a s  inoculadas durante  10s primeros d l a s  d e  v ida  siguiendo el 
esquema a n t e r i o r  se debla  a una inmadurez d e l  apa ra to  inmuno- 
competente o s i  se creaba un es tado de  t o l e r a n c i a  se prob8 en 
r a t a s  d e  2 dXas d e  v ida  e l  s i g u i e n t e  esquema: 
D l a s  d e  v ida  
Ag 
Dlas  p i  
0 2 9 16 23 30 
J I I I I I GRUPO 
GRC GRC EXPERIMENTAL 
+7 +14 +7 +14 
( I r a )  ( I r a )  (2da) (2da) 
S: sangrado para va lorac idn  d e  Ac . 
16 23 
I 1 !o GRUPO 
GRC CONTROL 
Como surge del esquema presentado, 10s animales recibieron 
dos inoculaciones del antlgeno a 10s 2 y 16 dlas de vida. Se em- 
9 7 5 plearon como dosis inmunizantes 10 , 10 o 10 GRC por via ip o 
9 10 GRC por vfa sc. La respuesta humoral fue valorada por hemaglu -
tinacidn directa 10s dlas 7 y 14 luego de cada inoculacidn. Grupos 
de animales que recibieron una dnica inoculacidn a 10s 16 dlas de 
vida sirvieron como control. 
En todos 10s tiempos que se detallan en 10s esquemas I, I1 
y 111, 10s animales se sangraron ya sea por decapitacidn o por 
punci6n cardfaca seg6n la edad. Se emplearon tres a cinco ratas 
por tiempo y 10s sueros fueron titulados individualmente. 
IV) Ratas adultas y de 2 dlas de vida fueron inoculadas con 10 9 
GRC por vla ip. Los dlas 5, 7, 11, 14, 18 y 21 pi se sacrificaron 
cuatro animales de cada grupo por tiempo para valorar la formacidn 
de Ac por cuantificacidn de las cglulas esplgnicas formadoras de 
Ac (CFA) segGn la tecnica descripta en el punto 3.3.1.2. 
V) Ratas de 2 dlas de vida recibieron una primera dosis de 10 9 
GRC por vla ip y 14 dlas mds tarde se les administrd una segun- 
da inoculacidn con la misma dosis y por la misma vla. Otro gru- 
po d e  l a  misma edad (16 d i a s  d e  v ida )  que no habla r ec ib ido  l a  
primera inoculacidn d e  ant lgeno s i r v i d  d e  c o n t r o l .  Lao CFA fue- 
ron  va lo radas  a n t e s  d e  l a  segunda inoculacidn y a 10s 5 y 7 d l a s  
despues d e  l a  segunda, u t i l i z a n d o  cua t ro  animales d e  cada gru- 
po por tiempo. 
Dlas  de v ida  0 2‘ 16 2 1  23 
1 1  t I I GRUPO 
Ag GRC GRC 
EXPERIMENTAL 
Dlas p i  +14 +5 +7 
( I r a )  (2da) (2da)  
CFA CFA CFA 
-- 
GRC 
GRUPO 
CONTROL 
+5 +7 
CFA CFA 
-7
3 .  2.2. Solubles  
3 .  2.2.1. Albtimina Ser ica  Bovina (ASB) 
(SIGMA, Chemical Company, S t .  Louis, 140. ) Fraccidn V en 
polvo. Para obtener  l a  concentraci6n deseada f u e  d i l u l d a  con 
buf fe r  f o s f a t o  s a l i n a  (PBS) . 
Se l l e v a r o n  a  cabo dos grupos d e  exper iencias :  
V I )  Con el  o b j e t o  d e  determinar l a  d o s i s  d e  ASB a u t i l i z a r  en .r 
el  es tud io  d e  l a  maduraci6n inmunol6gica d e  l a  r a t a  hac ia  e s t e  
Ag se emplearon dos lotes de ratas Wistar adultas de 3 meses de 
vida las que se inocularon por vla sc en la almohadilla plantar 
con 5.000prs y 500 grs respectivamente de ASB emulsificada en /" 
Adyuvante Completo de Freund (ACF) (128). Los animales fueron 
sangrados por la vena de la cola 10s dlas 12, 19, 26, 32, 38, 45 
y 53 pi, empleando tres ratas de cada grupo por tiempo. 
VII) Ratas Wistar de distintas edades, se inocularon por vla sc 
en la almohadilla plantar con 500 rs de ASB emulsificada en ACF. P 
Cuatro a cinco animales por tiempo fueron sangrados por puncidn 
cardlaca 10s dlas 14, 27, 39 y 49 pi. 
En todos 10s casos, 10s sueros fueron procesados individual- 
mente a fin de determinar por hemaglutinaci6n pasiva (ver 3.3.2.) 
la cingtica de formacidn de Ac. 
3.2.2.2. Lipopolisacdrido (LPS) 
(SIGMA, Chemical Company, St. Louis, Mo.) de Escherichia 
coli, serotipo N00127:B8 extraldo con fenol. Se prepar6 una solu- 
ci6n madre del Ag (129). Para ello, 10 mgrs de LPS fueron disuel- 
tos en 1 ml de agua destilada esteril; la solucidn fue colocada 
en un bafio de agua a 100°C durante 2' y luego dilulda con 9 ml 
de PBS estgril a pH 7 para dar una concentracidn de 1 mgr/ml. La 
soluci6n fue fraccionada y guardada a -20°C. En el momento de u- 
sar fue diluldo en PBS pH 7. 
Con la finalidad de estudiar la maduracidn de la respues- 
ta humoral hacia este Ag, ratas Wistar de distintas edades fue- 
ron.inoculadas con 1 0 p r s  de LPS en PBS pH 7 por vla ip. Cua- 
tro a cinco animales por tiempo, de cada grupo etario, fueron 
sangrados por decapitacidn o por puncidn cardlaca segun la edad, 
10s dlas 3, 6, 8, 13, 17, 21 y 31 pi para valorar el tltulo de 
Ac anti-LPS pox hemaglutinacidn pasiva (ver 3.3,3.). Los valores 
obtenidos para cada edad, se compararon con 10s tltulos de Ac 
observados en 10s mismos dlas post estimulacidn antigenica en 10s 
animales de 3 meses de vida, 
3.2.2.3. 2,4-Dinitro-1-fluorbenceno (DNFB) 
(BDH, Laboratory reagents). Fue diluldo a la concentracidn 
deseada en una soluci6n de acetona:alcohol (4:l) como se descri- 
bid en un trabajo previo (130) . 
El estudio del desarrollo de la hipersensibilidad retardada 
(HR) se realizd en ratas Buffalo/Sim. Se utilizaron varios esque- 
mas para determinar las dosis sensibilizante (Ds) y desencadenan- 
te (Dd) que pudieran ser empleadas en las experiencias tanto de 
10s animales adultos como lactantes. Para ello: 
VIII) Ratas adultas de 3 meses de vida fueron depiladas en el 
flanco derecho. 24 hs despu&, recibieron la Ds. Para ello, 0,02 
ml del hapteno a1 10% o a1 3% fue aplicado sobre la pie1 y dis- 
tribuido en una pequefia drea con una varilla de borde pulido. 
Para determinar la Dd que no produjese reaccidn "per sen se en- 
sayaron tres dosis (0,5%; 0,3% y 0,1%) en ratas adultas que no 
hablan recibido la Ds, contenidas en 0,02 ml que fueron aplica- 
dos de la misma forma en el pabellen de la oreja derecha. En to- 
dos 10s casos se utilizaron tres animales como grupo control de 
la Dd a diferencia de 10s cinco que se utilizaron para cada uno 
de 10s grupos experimentales que recibieron Ds y Dd. La reacci6n 
fue ensayada a 10s 7 o 14 dlas despues de la Ds y las lecturas 
se realizaron a las 0, 24, 48 y 72 hs utilizando un calibre manual 
(ODITEST (R), H.C. KGplin, Sch3chtern-Hessen, Alemania Federal) 
graduado a +0,05 - mm. La medida del tiempo 0 fue comparada con las 
otras lecturas para calcular el porcentaje de aumento del espesor 
de la oreja obtenido. Los resultados se expresan como el promedio 
de cinco valores individuales para 10s grupos experimentales (Ds+ 
Dd) y de tres para 10s grupos controles (Dd solamente) calculados 
de la siguinte manera: 
Espesor de la oreja post Dd-Espesor de la oreja en el tignpo 0 
--X 100 
Espesor de la oreja en el t i a p o  0 
IX) A ratas de distintas edades, empleando ocho a diez animales 
de cada grupo etario, se les aplicd sobre la pie1 0,02 ml de 
DNFB a1 56 (Ds) con ligeros movimientos realizados con una vari- 
lla de borde pulido para distribuir el Ag sobre un drea pequefia 
de la piel. Como Dd .se emple6 0,02 ml del hapteno a1 0,3% apli- 
cado en el pabellen de la oreja derecha. 
Como se describi6 en las ratas adultas para la cuantifica- 
ci6n de la reacci6n de HR, el valor obtenido en el tiempo 0, fue 
comparado con 10s de las 24, 48 y 72 hs despugs de la Dd en for- 
ma similar a1 caso anterior. Tambien se utiliz6, para cada edad 
estudiada,un grupo de cuatro a cinco animales que solo recibieron 
la Dd,como grupo control. 
3.3. VALOR~ION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL 
3.3.1.1. DeterminaciBn de Ac sericos: Hemaglutinaci6n directa 
Fue realizada utilizando una microt6cnica. Para ello, se em- 
plearon policubetas permanentes de 96 cavidades con fondo en "U" 
(MICROSERUM; Chemar S.A.C.I.F.) . 0,025 ml de cada suero, inacti- 
vado a 56OC durante 301, se diluyeron a1 medio seriadamente con 
0,025 ml de SF utilizando un microdiluidor calibrado para ese vo- 
lumen (MICROTITER, Cooke Engineering CO.). Los GRC fueron emplea- 
-.dos despugs de tres lavados en SFI en una suspensidn a1 2%. 
0,025 ml de esta suspensidn fueron agregados a cada diluci6n con 
una pipeta gotero (MICROTITER, Cooke Engineering CO.). Las poli- 
cubetas fueron, luego, agitadas cuidadosamente y la lectura se 
realiz6,despu6s de 2 hs de incubaci6n a temperatura ambiente. Se 
consider6 como el tftulo de Ac, la dltima diluci6n del suero en 
la que se observ6 hemaglutinaci6n,comparando con 10s controles e.n 
- - 
- - -  
- -  
- - -
- I I . .  . 
10s cuales el suero fue reemplazado por SF. 
3.3i1.2. Determinacidn del ntimero de cglulas formadoras de Ac 
El nCimero de c6lulas formadoras de IgM hacia GRC (placas di- 
rectas) presentes en 10s bazos de 10s animales, fue determinado 
individualmente utilizando la tgcnica de Cunningham (131). Para 
obtener las c6lulas aisladas, 10s bazos fueron rallados en malla 
metdlica utilizando medio MEM con gelatina y Hepes. Luego de dos 
lavados, las cglulas fueron resuspendidas en 1 ml de una solucidn 
conteniendo 9 partes de Cloruro de Amonio 0,83% y 1 parte de Tris 
a1 2,059% a pH 7,2 para hemolizar 10s gldbulos rojos de la suspen- 
sidn (132) . Despugs de incubar 10' en un bafio de agua a 20°C se 
afiadid a la suspensidn celular 10 ml de MEM y se centrifugd a 
900 rpm. Luego de dos lavados, las cglulas fueron contadas en una 
6 
c&nara de Neubauer y llevadas a una concentracidn de 4,2 x 10 c6- 
lulas viables/ml. La viabilidad celular se determind por la tecni- 
ca de exclusidn con Azul Trypan. WjUn tub0 se mezclaron 3 0 0 p  
de la suspensidn celular, 40/W de GRC a1 20% en SF y, como fuen- 
te de complemento, 8 0 p  de suero de .cobayo diluldo 1/8 en SF. 
Con 60,d de la mezcla se llenaron camaritas diseiiadas especial- 
mente de manera tal que cada una alojaba 150.000 cglulas blancas. 
Luego de incubar 1 h a 37OC se cuantificd el nhero de CFA por 
el contaje de las placas de hemdlisis. Cada muestra se realizd 
por triplicado y el valor se expresd como CFA/~O~ cglulas blancas. 
Composicidn del medio utilizado: 
MEM lox ...........................lo ml 
Agua destilada ................... 70 ml 
HEPES (Scido N-2-hydroxyethylpiperazina-N-2-ethane 
sulf6nico; 0,0467 grs/ml).. 10 ml 
Gelatina (0,05 grs/ml) ........... 10 ml 
El pH se ajust6 a 7,3 con NaOH 0,5 N. 
Fue realizada por la tscnica de hemaglutinaci6n pasiva so- 
bre GRC descripta por Whitaker (133) con algunas modificaciones. 
Para ello se mezclaron 9,75 ml de glutaraldehldo a1 0,2% con 
0,24 ml de ASB dilulda en PBS y 0,4 ml de sediment0 de GRC lava- 
do tres veces con PBS. Con ello se lograba una concentraci6n fi- 
nal de 2 mgrs/ml de ASB. La mezcla fue incubada 1 h a temperatu- 
ra ambiente con agitacidn constante. Finalizado el tiempo de in- 
cubacidn, se agreg6 a la mezcla 1 ml de Glicina 1 M. A partir de 
este momento se trabajd con PBS conteniendo 1% de suero de rata 
normal inactivado previamente a 56OC durante 30'. Despu6s de tres 
lavados con PBS mbs suero, la mezcla se diluy6 de manera de obte- 
ner una suspensidn de GRC ligados con ASB (GRC-ASB) a1 2% la que 
se conserv6 a 4°C. Para determinar el titulo de Ac hacia ASB y 
empleando placas similares a las descriptas para hemaglutinaci6n 
directa, 0,025 ml de cada suero de rata, inactivado a 56OC por 
30', fueron diluldos a1 medio seriadamente con 0,025 ml de PBS 
conteniendo 1% d e  suero normal d e  r a t a ,  A cada d i l u c i d n  s e  l e  a- 
gregaron 0,025 m l  d e  l a  suspensidn d e  GRC-ASB. Despugs de  2 hs  de  
incubacidn a temperatura ambiente, el  t l t u l o  de  Ac se expres6 co- 
mo l a  d l t ima d i l u c i 6 n  d e l  suero que present6 hemaglutinaci6n. 
3 - 3 . 3 .  Determinacidn d e  Ac anti-LPS 
Fue r e a l i z a d a  por hemaglutinacidn pasiva como d e s c r i b i 6  Ru- 
gg ie ro  (134).  Para e l l o ,  un tub0 conteniendo 5 mgrs de  LPS d i s u e l -  
t o  en 5 m l  d e  PBS pH 7 ,  f u e  colocado en un bafio d e  agua a 100°C 
duran te  90'.  4,5 m l  de  e s t a  soluci6n s e  mezclaron con 0,5 m l  d e  
sediment0 d e  GRC. La mezcla, luego d e  ser incubada a 37' C duran- 
t e  3 0 '  f u e  lavada tres veces con PBS pH 7 y a p a r t i r  d e  e l l a  se 
prepar6 una suspensi6n d e  GRC-LPS a 1  1% en PBS pH 7.  Para d e t e r -  
minar e l  t l t u l o  d e  Ac anti-LPS s e  procedid d e  manera s i m i l a r  a l a  
d e s c r i p t a  para ASB rea l izando d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  d e  cada una d e  
l a s  muestras  d e  sueros obtenidos en 10s ensayos exper imentales .  
Tambisn, como en e l  caso a n t e r i o r ,  e l  perlodo d e  incubacibn, f u e  
d e  2 hs  y d e  l a  misma forma s e  i n t e r p r e t a r o n  10s r e su l t ados .  
3.4. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS SERICAS 
3.4.1. Concentraci6n t o t a l  de  p ro te lnas  s 6 r i c a s  
i 
Fue determinada siguiendo el mstodo de  Lowry (125) a p a r t i r  
d e  5 , U  de  10s sueros  d e  r a t a s  Wistar de d i s t i n t a s  edades d i l u f d o s  
a 1  medio en agua d e s t i l a d a .  Los v a l o r e s  s e  expresaron como g r  d e  
p r o t e l n a s  por cada 100 ml d e  suero (gr  % )  
3.4.2. A n d l i s i s  de  l a s  p ro te lnas  s 6 r i c a s  por e l e c t r o f o r e s i s  en 
a c e t a t o  d e  c e l u l o s a  
Para e l l o  se u t i l i z 6  un apa ra to  ELOMED c o n s t i t u l d o  por una 
cuba para e l e c t r o f o r e s i s  y una fuen te  d e  poder. 1 5 y l  d e  cada sue- 
r o  a e s t u d i a r  fueron sembrados en t i r a s  de  a c e t a t o  d e  c e l u l o s a  de  
25x160 mm (LOGOS S.P.A.) previamente sumergidas en e l  buf fe r  d e  
c o r r i d a  duran te  30' y secadas con papel d e  f i l t r o .  Las siembras, 
r e a l i z a d a s  por dupl icado,  se c o r r i e r o n  en grupos d e  cua t ro  t i r a s  
por vez apl icando una in tens idad  d e  2 0 0  V. Despugs de  50' de  c o r r i -  
da,  las  t i r a s  fueron coloreadas  con Amido Black duran te  5'  y deco- 
l o r a d a s  con tres cambios d e  l a  soluci6n decolorante  duran te  24 hs.  
Una d e  las  siembras d e  cada suero f u e  u t i l i z a d a  para determinar el 
porcenta je r e l a t i v o  d e  l a s  d i f e r e n t e s  p ro te lnas  s g r i c a s .  Para e l l o  
cada banda f u e  separada cortando l a  t i r a  de  a c e t a t o  y sumergien- 
do cada t r o z o  en 3 m l  d e l  medio de  e luc i6n  el cua l  adquiere  l a  co- 
l o r a c i d n  correspondiente  segGn l a  concentraci6n p ro te ica .  A 10s 30' 
s e  r e a l i z 6  l a  l e c t u r a  color im6tr ica  a 640 m en un espectrofo-  
tdmetro marca BECKIWN modelo DB-G. Para conocer e l  porcenta je  re- 
l a t i v o  de  cada una d e  l a s  p ro te lnas  se r e a l i z d ,  para cada muestra,  
el  s i g u i e n t e  cSlculo  u t  i l i zando  como e j emplo 10s v a l o r e s  obtenidos 
a p a r t i r  d e  una r a t a  a d u l t a  d e  t r e s  meses de  vida:  
Protelna D.O. (Densidad Optica) 
~lb6mina .......... Or4 
dl .......... 0,215 
d 2  """"" 0,135 
.......... C 0,12 
.......... 0,105 
TOTAL .......... 0,975 
Para cada protelna se calcul6 el porcentaje de la siguiente 
manera : 
D.O. X 100 
TOTAL 
En el ejemplo: 
Protelna Porcentaje relativo ( % )  
~lb6mina .......... 41,02 
Siendo la concentraci6n total de protelnas sgricas de 8,7 grs 
en 100 ml de suero, el valor absoluto para cada una de ellas, se 
calculd segdn la siguiente f6rmula: 
Porcentaie relativo x 8.7 
En el ejemplo: 
Protelna Valor absoluto (grs/100 ml 
de suero) 
~lbhina .......... 3,57 
Otra de las siembras fue sumergida en metanol durante 1' y des- 
pugs en un bafio transparentizador durante otro minuto. Luego de 
colocarla entre dos portaobjetos y secarla a 37OC se realize el 
perfil electroforEtico en un densitdmetro digital 3110 marca 
LABORA MANNHE IM . 
Reactivos empleados: 
Buffer de corrida: Buffer Veronal pH 8,6 
Verona1 S6dico .......... 20,6 grs 
(5,5-dietil barbiturato de sodio) 
Verona1 ................. 2,68 grs 
(6cido 5,5-dietilbarbitGrico) 
El dcido 5,5-dietilbarbitGrica fue disuelto en 200 a 300 ml de a- 
gua bidestilada con agitacign constante sobre platina caliente. 
Luego de enfriado se mezcld con el Veronal Sddico disuelto en 1 1 
de agua bidestilada y la solucidn se llev6 a volumen final de 2 1 
Colorante: 
-
Metanol ................. 45 ml 
Agua bidestilada ........ 45 ml 
Acido acetic0 ........... 10 ml 
............. Amido Black 015 grs 
-- - - .- -- -- . -.
.- - - - - -. - - - . .  
. . . . ... .  - - . .  -- - - .... - - - - - .. - 
Antes de su uso fue disuelto durante una noche a 37OC y luego 
filtrado por papel de filtro. 
Solucidn decolorante: 
Metanol ................ 4 7 5  ml 
Agua bidestilada ....... 4 7 5  ml 
Acido acstico .......... 50 ml 
SoluciBn transparentizante: 
................ Metanol 85 ml 
Acido acgtico .......... 1 4  ml 
Glicerol ............... 1 ml 
Llquido de elucibn: 
NaOH 1 M ............... 5 partes 
Agua destilada ......... 5 partes 
EDTA 0,l M ............. 0 , 5  partes 
3..4.3.  Analisis de las protelnas sericas por electroforesis en 
agarosa 
Se empled agarosa (BRITANIA) a1 1% disuelta en buffer de co- 
rrida. Para 10s ensayos se utilizaron placas de vidrio de 85x100 
mrn sobre las que se volcaron 8 ml de la agarosa previamente fundi- 
da. Las placas fueron mantenidas durante una noche en cdmara hbme-' 
da. Utilizando una ldmina plastica perforada se sembraron 3 p l  de 
10s diferentes sueros en estudio a aproximadamente 3 cm de uno de 
10s bordes de la placa. Esto permiti6 la corrida simultdnea de 6 
o 7 muestras por cada placa de vidrio. Las corridas electrofor6- 
ticas se realizaron en un aparato marca LKB Multiphor System a 
20 V/cm durante 45' a 10°C, Las placas fueron sumergidas luego en 
una solucidn fijadora de dcido plcrico durante 1 0 '  y para remover 
el exceso de dcido pfcrico, en etanol por 5' y por Gltimo en agua 
destilada. La pelicula de agarosa fue reducida a una fina 16mina 
colocando sobre ella cuatro a cinco hojas de papel de filtro y e- 
jerciendo una presidn de aproximadamente 1 kg. El papel de filtro 
se renovd tres veces y luego las placas fueron secadas con aire 
caliente. Para tefiirlas, se sumergieron durante 5 '  en la soluci6n 
colorante y luego se decoloraron con varios cambios de la solucidn 
decolorante, 
Reactivos empleados: 
Buffer de corrida: Buffer Tris-barbiturato pH 8,6 
....... . Acido dietil barbitGrico 22,4 grs 
Tris ........................... 44,3 grs 
.............. Lactato de calcio 0,533 grs 
Azida s6dica ................... 0,650 grs 
Los reactivos fueron disueltos en 1 1 de agua destilada con agita- 
ci6n constante y se almacend a 4°C. S e  utiliz6 en dilucidn 1:4. 
Solucidn fijadora: 
.................. Acido pfcrico 11,7 grs 
Agua destilada .-............... 833 ml 
Acido acgtico ................... 167 ml 
El dcido picrico fue disuelto en el agua destilada a 60°C y lue- 
go de filtrado se le adicion6 el dcido acgtico. 
Colorante: 
................. Amido black 10B 1,25 grs 
Soluci6n decolorante ............ 250 ml 
Se filtrd por papel antes de usar. 
SoluciBn decolorante: 
Etanol .......................... 225 ml 
Agua destilada .................. 225 ml 
Acido acgtico ................... 50 ml 
3.4.4. Valoraci6n de la concentraci6n de IgG sgrica 
Se utiliz6 la tgcnica de inmunodifusi6n radial (IDR) descrip- 
ta por Mancini (126). Para ello, a placas de pldstico diseiiadas 
para tal fin se les adicion6 4,5 ml de agarosa a1 1% en buffer 
Tris-barbiturato pH 8,6 (ver 3.4.3.) conteniendo ademds 0,1% de 
azida s6dica. La agarosa contenla suero de conejo anti-IgG de rata 
(se trabajd con una diluci6n final de 1/10 del suero). Despugs de 
permanecer, las placas, una noche a 4OC, se realizaron perforacio- 
nes en la ayarosa con un sacabocados de manera de obtener orifi- 
cios de 5 ,d de capacidad. Doce perforaciones realizadas en cada 
placa fueron sembradas con 10s sueros en estudio provenientes de 
ratas Wistar de distintas edades, ya sea puros o diluldos de mane- 
r a  d e  obtener  ha los  d e  un tamaiio no mayor de  13 mm d e  dismetro.  
T r e s  perforac iones  fueron ocupadas para l a  r e a l i z a c i d n  d e  una cur-  
va d e  c a l i b r a c i d n  sembrando 15, 30 y 4 5 p r s  d e  IgG. Luego d e  in-  
cubar  48 h s  a temperatura ambiente, se midi6 e l  digmetro (d)  d e  
cada ha lo  con una lupa marca PEAK graduada en 0 , l  mm. La'concen- 
t r a c i d n  d e  IgG f u e  expresada en mgrs/ml segGn l a  curva d e  c a l i b r a -  
c i d n  confeccionada . 
3.4.5. Nivel d e  Complemento s6 r i co  
3 ,4,5.1. Preparacidn de  l a  Mezcla Hemolftica (MH) 
Fue obtenida siguiendo l a  metodologla d e s c r i p t a  por Miyakawa 
(127)  con a lgunas  modif icac iones .  Los GRC u t i l i z a d o s  f ueron lava-  
d o s t r e s  veces con buf fe r  Verona1 con g e l a t i n a  y glucosa.  Luego d e l  
conta  j e en c5imara d e  Neubauer , s e  l l eva ron  a concentracidn f i n a l  
9 de  1x10 GRC/ml. Una mezcla d e  p a r t e s  igua les  d e  l a  suspensi6n y 
d e  suero d e  conejo anti-GRC d e  o r igen  comercial  (SUDIAR S.A.) d i -  
l u l d o  previamente 1/300 en el  mismo buf fe r ,  fueron mezcladas e 
incubadas 30' a 37OC y 30' a 4OC con a g i t a c i d n  ocas ional .  
3.4.5.2. Tgcnica d e  t i t u l a c i d n  d e  Complemento 
Para e s t a s  exper iencias  se u t i l i z a r o n  r a t a s  Wistar d e  d i s t i n -  
tas  edades que fueron sangradas por decapi tac i6n  o por punci6n 
cardfaca  segfin l a  edad. En todos 10s casos ,  l a  sangre,  luego d e  su 
ex t racc i6n ,  f u e  mantenida en f r f o  duran te  24 h s  h a s t a  l a  t o t a l  re- 
t r a c c i d n  d e l  codgulo y, luego, cent r i fugada  a 1.200 rpm durante  
1 5 ' ;  e l  suero f u e  almacenado a -70°C has ta  su procesamiento. En 
ese momento, 10s sueros  fueron d i l u l d o s  a 1  medio seriadamente. A 
0,2 m l  de cada d i l u c i d n ,  s e  l e  adiciond igua l  volumen d e  buffer  
Veronal con g e l a t i n a  y glucosa y 0 , l  m l  de l a  MH. Despugs de  in-  
cubar 1 h a 37OC, todos  10s tubos fueron cent r i fugados  a 1000 rpm 
por 5 ' .  Los t l t u l o s  se expresaron como l a  d i l u c i d n  d e  suero en l a  
que se observd 50% d e  hem6lisis.  
React i v o s  ' em~leado  s : 
Buffer Veronal 5x: 
C 1  N a  ...................... 41,2 g r s  
5 , 5 - d i e t i l b a r b i t u r a t o  
de  sodio ................... 5,095 g r s  
............. Agua d e s t i l a d a  700 m l  
E l  pH f u e  a jus tado  a 7,35 y e l  volumen se complet6 h a s t a  1 1 con 
agua d e s t i l a d a .  
Buffer Veronal con g e l a t i n a  y glucosa: 
Gela t ina  ................... 011 g r s  
Agua d e s t i l a d a  ............. 6 0  m l  
................. Verona1 5x 20 m l  
A un volumen f i n a l  d e  100 m l  s e  l e  adicion6 100 m l  d e  glucosa 5% 
con 3 x 1 0 - ~ ~  de  Ca y l x l ~ - ~ M  de Mg. 
3.5 . ESTUDIO DE LAS CELULAS COMPROMETIDAS EN LA RESPUESTA INMUNE 
3.5.1. Recuento y f 6rmula leucoc i t a r  i o s  
Ratas  Wistar d e  d i s t i n t a s  edades fueron sangradas por deca- 
p i t a c i 6 n  o punci6n cardfaca  dejando f l u f r  l a  sangre en tubos hepa- 
r in izados .  La sangre f u e  d i l u l d a  1/20 en p i p e t a s  para recuento 
l e u c o c i t a r i o  empleando una so luc i6n  conteniendo 1 m l  d e  C1H y 2 m l  
de  3cido a c e t i c 0  en 100 m l  de agoa d e s t i l a d a  con l a  ad ic i6n  de  a- 
zu l  d e  meti leno.  Los l e u c o c i t o s  fueron cuan t i f  icados en cdmara d e  
Neubauer y 10s v a l o r e s  expresados como c e l u l a s  blancas/mm3 d e  san- 
g re .  Para e l  e s t u d i o  d e  l a  f6rmula l e u c o c i t a r i a  10s f r o t i s  se co- 
lo rea ron  con May Grunwald-Giemsa. 
3.5.2. A n d l i s i s  d e l  exudado p e r i t o n e a l  
Las c e l u l a s  fueron e x t r a f d a s  por lavado de  l a  cavidad p e r i -  
t o n e a l  con SF y colocadas en tubos p l d s t i c o s  mantenidos en f r l o .  
Luego d e  c e n t r i f u g a r l a s  10 '  a 1000 rpm y resuspender las  en volumen 
conocido de  SF, se contaron en cdmara de  Neubauer. En tubos  sil i-  
6 
conados, un t o t a l  d e  2,5x10 c e l u l a s  provenientes  de animales d e l  
mismo grupo e t a r i o ,  fueron resuspendidas en una soluci6n d e  1/10 5 
peso/volumen d e  Naranja de Acridina en SF como d e s c r i b i 6  Gols t e in  
(135).  Los tubos  se incubaron por 30 '  a 37OC en oscuridad.  0,02 m l  
de  cada suspensi6n fueron colocados e n t r e  por t aob je tos  y cubreob- 
j e t o s  y observados por inmersidn (100x) con epi-iluminaci6n en.un micros - 
copio ZEISS. En un t o t a l  d e  100 c g l u l a s  se determin6 e l  porcenta- 
je de macr6fagosI l i n f o c i t o s ,  l e u c o c i t o s  polimorfonucleares y mas- 
t o c i t o s  para 10s d i s t i n t o s  grupos e t a r i o s .  
3.5.3. Dis t r ibuc i6n  de  l a s  poblaciones l i n f o c i t a r i a s  
Fue es tudiada  en bazo y timo d e  r a t a s  Buffalo/Sim d e  d i s t i n -  
t a s  edades por l a  tgcn ica  d e  inmunofluorescencia i n d i r e c t a  (136) . 
Para e l l o ,  las  c e l u l a s  fueron a i s l a d a s  r a l l a n d o  10s 6rganos sobre 
malla  m e t s l i c a  en PBS Dulbecco conteniendo 2 %  d e  suero f e t a l  bovi- 
no (SFB) . Luego d e  c e n t r i f u g a r  a 1000 rpm duran te  l o 1 ,  10s glbbu- 
10s r o j o s  provenientes  d e  l a s  suspensiones se l i s a r o n  con 1 m l  d e  
una so luc i6n  que contenla  9 p a r t e s  de  c l o r u r o  d e  amonio 0,83% y 1 
p a r t e  de T r i s  a 1  2,059% a pH 7,2 ( 1 3 2 ) .  Luego d e  incubar en un ba- 
iio d e  agua a 20°C se agreg6 a l a s  suspensiones 10  m l  d e  medio y 
se c e n t r i f u g 6  a 1000 rpm por 10 '  . Tanto l a s  c s l u l a s  provenientes  
del bazo como d e l  timo, fueron resuspendidas en 1 m l  d e  medio y a 
0,75 m l  d e  cada suspensidn se leadic ion6 8 p a r t e s  d e  s o r b i t o l  0,308 
M y 1 ,25  p a r t e s  d e  glucosa 0,308 M para e l iminar  l a s  c g l u l a s  muer- 
tas  (132) , La suspensi6n c e l u l a r  f u e  f i l t r a d a  a t r a v g s  d e  algod6n 
f l o j o  en p i p e t a s  Pas teur  s i l i c o n a d a s  y cent r i fugada  a 1000 rpm por 
1 0 ' -  L a s  c e l u l a s  fueron resuspendidas y contadas en chars d e  Neu- 
7 bauer. Al lcuotas  conteniendo 10 c g l u l a s  fueron f racc ionadas  en t u -  
bos p l d s t i c o s  y cen t r i fugadas  nuevamente. A l o  l a rgo  d e  todo e l  
experimento, las  c e l u l a s  se mantuvieron en h ie lo .  A p a r t i r  de  es- 
t e  momento se t r a b a  j6 con PBS Dulbecco con 2 %  d e  SFB y 20 mM d e  
az ida  s6dica.  A cada tub0 se l e  agreg6 0 , l  m l  d e  10s a n t i s u e r o s  
correspondientes  d i l u l d o s  1/10 segfin el  s i g u i e n t e  protocolo: 
Bazo 
Ba zo 
Bazo 
Despu6s d e  incubar 30' a 4OC, s e  agreg6 a cada tubo 5 m l  d e  PBS 
Dulbecco. Luego d e  c e n t r i f u g a r  10 '  a 1000'rpm l a s  c e l u l a s  se lava-  
. 
ANT I-SUER0 
SAT (ver  3.8.4.) 
a n t i -  Xglobulina 
(ver  3.8.2.) 
SAT 
anti-Xglobulina 
anti-IgG 
(ve r  3.8.3.) 
TUB0 N o  
1 
2 
3 
4 
5 
ron  dos veces y se resuspendieron en 0 , l  m l  de  suero d e  cabra a n t i -  
h l o b u l i n a  de  cone jo  marcado con i s o t i o c i a n a t o  d e  f luoresce lna  d i -  
luzdo 1/40 (ver  3.8.5.) y s e  incubaron 30' a 4OC. A 1  f i n a l i z a r  es- 
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t e  proceso, l a s  c g l u l a s  fueron nuevamente lavadas  tres veces y f i -  
nalmenteresuspendidas en 0,5 m l  de  medio de  montaje. La observaci6n 
se r e a l i z 6  e n t r e  por t a  y cubreobjetos  en un microscopio ZEISS de epi- 
il~1minaci6ncon un aumento de 40x. 
Se determin6 el porcentaje de linfocitos B y T de cada sus- 
pensi6n sobre 100 c6lulas, considerando como positivas las c6lu- 
las que presentaban marcaci6n netasolamente en su superficie. 
Medio PBS Dulbecco: 
Solucidn I: C1 Na .................... 40,45 grs 
..................... c1 K 1,45 grs 
................... PO H K 1,45 grs 4 2 
............ P04HNa2.12.H20 21,9 grs 
........... Agua destilada 400 ml 
0,95 grs 
Agua destilada ........... 50 ml 
SoluciBn 111: MgC12.6H20 ............... 0,95 grs 
........... Agua de'stilada 50 ml 
En el momento de usar se mezclan bajo agitacidn constante: 
8 partes de .......... I 
90 partes de Agua destilada 
1 parte de ........... I1 
1 parte de ........... I11 
2,04 partes de ....... SFB 
Medio de montaie: Tam~6n de soluci6n Glicina: 
Glicina ............... 7 grs 
.................. NaOH 0,35 grs 
C1 Na .................. 8,5 grs 
Azida sQdica ........... 0,s grs 
Agua destilada ......... 500 rn.1 
En el momento de usar se mezclan 3 partes de tamp6n Gliciiia con 7 
partes de Glicerol y el pH se ajusta a 8,6. 
3.6. ESTUDIOS DE HIPERSENSIBILIDAD MEDIADA POR ANTICUERPOS 
Con el objeto de valorar el desarrollo de hipersensibilidad 
en ratas Wistar adultas y de distintas edades se realizaron dos 
grupos de experiencias: 
X) Ratas Wistar adultas de 3 meses de vida recibieron como Ds 500 
/ hgrs o 5000 Lgrs de ASB emulsificada en ACF por vfa sc en la almoha- /' 
dilla plantar. El dfa 26 pi, cuatro animales de cada lote recibie- 
ron como dosis Dd 5 0 p r s  de ASB sin ACF contenidos en 0,l ml por 
vla intradermica (id) en el flanco previamente depilado. Como con- 
trol se utilizaron cuatro animales que s61o recibieron la Dd. La 
reacci6n cutdnea fue valorada a las 4, 24 y 48 hs: 1) macroscbpi- 
camente para determinar la presencia de edema y/o eritema y 2) mi- 
diendo el didmetro de la reaccidn con una regla milimetrada. Se 
consider6 como positiva toda reacci6n cuyo didmetro fuera superior 
a 10 mm. 
Seis a ocho ratas de cada uno de 10s grupos recibieron como 
Dd la misma dosis de Ag en la oreja derecha en un volumen de 0,02ml 
pero en este caso, la reacci6n fue cuantificada en la misma forma 
que para la hipersensibilidad de contacto(ver 3.2.2.3.) midiendo el 
espesor de la oreja antes de la Dd (tiempo 0) y a las 4, 24 y 48 hs 
de la Dd. En todos 10s casos tambien un lote de cuatro animales que 
s61o recibieron la Dd, se utilizaron como control. Los resultados 
se expresan como el promedio de seis a ocho valores individuales. 
XI) Ratas Wistar de distintas edades se utilizaron siguiendo la mis- 
ma metodologla descripta en el esquema X empleando la Ds de 500 
Pgrs de ASB emulsificada en ACF, por la misma via. 
3.7. TRANSFERENCIA MATERNO FETAL DE Ac 
La elecci6n del Ag a utilizar asl como la cinetica de forma- 
ci6n de Ac en hembras Wistar de 3 meses de vida se determin6 luego 
de analizar 10s resultados obtenidos siguiendo 10s esquemas que se 
describen a continuaci6n: 
XII) Respuesta primaria a GRC: Las ratas fueron inoculadas con 10 9 
GRC por vla sc en la almohadilla plantar. El suero de tres animales 
por tiempo fue obtenido por sangrado de la vena de la cola 10s dlas 
4, 8, 13, 18, 22, 28, 35, 42 y 55 pi. El tftulo de Ac se valor6 por 
hemaglutinaci6n directa(ver 3.3.1.1.). 
XIII) Respuesta secundaria a GRC: Los animales recibieron dos ino- 
culaciones de 10' GRC por vfa sc separadas por 60 dfas de interva- 
lo. Despues de la segunda inoculaci6n, tres ratas por tiempo fueron 
sangradas de manera similar a la descripta en el caso anterior, 10s 
d f a s  4 ,  8 ,  11, 15,  18,  23, 28 y 3 7  p i .  
XIV) Respuesta pr imaria  a ASB: En e s t e  caso,  10s animales,  fueron 
inoculados por v l a  s c  con 500,agrs de  ASB emulsif icada en ACF en l a  
almohadil la  p l a n t a r .  E l  t l t u l o  d e  Ac se determind por hemaglutina- 
c i 6 n  pasiva (ver  3.3.2.) u t i l i z a n d o  el  suero de  tres animales por 
tiempo, 10s d l a s  1 2 ,  19, 26, 32, 38, 45 y 53 p i .  
XV) Respuesta secundaria  a ASB: Separadas por un i n t e r v a l 0  d e  63 
d f a s ,  l a s  r a t a s  r e c i b i e r o n  dos inoculaciones d e  l a  d o s i s  emplea- 
da para e l  e s t u d i o  de  l a  r e spues ta  pr imaria  y por l a  m i s m s  v l a .  Se 
sangraron tres animales por tiempo 10s d l a s  3, 6, 10,  1 4 ,  19, 24, 
31, 4 1 ,  48 y 59 d e  l a  segunda inoculacidn d e l  Ag. 
Para las  exper ienc ias  d e  t r a n s f  e renc ia  materno-fetal  d e  Ac, l a s  
hembras fueron inmunizadas siguiendo e l  esquana XIV. 16 d f a s  mds 
t a r d e  comenz6 el  perfodo d e  apareamiento. Los nacimientos s e  r e g i s -  
t r a r o n  controlando 10s animales dos veces por d l a .  Para v a l o r a r  el  
t l t u l o  d e  10s Ac maternos anti-ASB a l o  l a rgo  d e  l a  exper iencia ,  
las  madres fueron sangradas por e l  c o r t e  d e  l a  vena d e  l a  c o l a  inme 
diatamente despugs d e  l a  pa r i c i6n  y cuando el  ensayo concluZa, es 
d e c i r ,  en el momento en el  c u a l  todas  s u s  c r l a s  hablan s i d o  s a c r i -  
f i c a d a s  a f i n  d e  v a l o r a r  e l  n i v e l  d e  Ac c i r c u l a n t e s  anti-ASB. Otro 
l o t e  de  ratas a d u l t a s  s i n  est imulaci6n an t iggn ica  se aparearon en 
e l  mismo tiempo que l a s  a n t e r i o r e s  con el o b j e t o  d e  obtener  p a r i c i o  -
nes  simultdneas con e l  grupo a n t e r i o r .  Esto permit id  r e a l i z a r  i n t e r  -
cambia d e  l a s  c r l a s  y a n a l i z a r  entonces l a  magnitud d e  l a  t r a n s f e -  
r e n c i a  d e  Ac por t e j i d o s  f e t a l e s  o por leche .  
3 . 8 .  METODOLOGIA EMPLEADA EN LA PREPARACION DE ANTISUEROS 
3 . 8  -1. Suero d e  conejo ant i - suero  t o t a l  d e  r a t a  
Se u t i l i z 6  un pool d e  sueros  provenientes  d e  r a t a s  Wistar d e  
3  meses d e  v ida  a 1  c u a l  s e  l e  determin6 l a  concentracidn t o t a l  d e  
p ro te fnas  por el  mstodo d e  Lowry ( 1 2 5 ) .  E l  va lo r  obtenido f u e  de  
90  mgrs/ml. Tres  coriejos d e  a l rededor  d e  3  Kgrs d e  peso fueron i n  -
munizados como se d e s c r i b i d  previamente ( 1 3 7 ) .  Para e l l o ,  r e c i b i e -  
ron  dos d o s i s  por v l a  sc  d e  2  mgrs d e  p r o t e l n a s  en ACF separadas 
por 7  d l a s  d e  i n t e r v a l o .  1 4  d l a s  despuss de  l a  segunda inoculaci6n 
se les administrd a 10s conejos,  en t r e s  d l a s  suces ivos ,  una nueva 
d o s i s  por vZa s c  d e  0 , l  mgrs d e  protezna y dos d o s i s  d e  1 y 10  mgrs 
por vsa endovenosa (ev)  respectivamente.  Es tas  tres Gltimas d o s i s  
s i n  ACF. 7  d l a s  despuss de  l a  Czltima es t imulac i6n  an t iggn ica ,  10s a - 
nimales se sangraron y el suero d e  cada conejo se va lo r6  por p rec i -  
p i t a c i 6 n  en medio l l q u i d o  ( v e r  3  . l o . )  y por inmunoelectroforesis  
(IEF) (ver  3 . 9 .  ) u t i l i z a n d o  como ant lgeno suero t o t a l  d e  r a t a .  
3 . 8 . 2 .  Suero d e  conejo anti-ifglobulina de  r a t a  
Las $globul inas  se pur i f  icaron  por p r e c i p i t a c i 6 n  s a l i n a  con 
s u l f a t o  d e  amonio. A 3 0  m l  d e  suero proveniente  d e  r a t a s  Wistar a- 
d u l t a s  se agreg6 gota  a gota  3 0  m l  d e  una so luc i6n  sa turada  d e  s u l  -
fato de amonio a saturaci6n con agitaci6n constante. Despues de 
centrifugar 15' a 10.000 rpm, el precipitado se resuspendi6 en 
15 ml de SF. La operaci6n se repiti6 con 15 ml de sulfato de a- 
monio a saturacidn y el precipitado fue resuspendido nuevamente 
en 15 ml de SF y dializado contra 5 1 de SF con tres cambios du- 
rante tres dfas. Luego de centrifugar a 1500 rpm durante 15', 
el sobrenadante se conservd a-20°C. El material fue analizado 
por IEF (ver 3.9.) contra suero de conejo anti-suero total de ra 
tas y la concentracidn de proteinas fue determinada por el meto- 
do de Lowry (125). El suero anti-Xglobulina de rata se obtuvo 
por inoculaci6n a tres conejos de alrededor de 3 Kgrs de peso 
10s que fueron inmunizados siguiendo el mismo esquema de inocu- 
laci6n descripto en el punto 3.8.1. Se determin6 el grado de pu- 
reza de 10s anti-sueros asi obtenidos por precipitaci6n en medio 
liquid0 (ver 3.10.) con if-globulina de rata y por IEF (ver 3.9.) 
contra suero total de rata. Por inmunofluorescencia indirecta 
(ver 3.5.3.) sobre cglulas de bazo de rata adulta, se determin6 
la diluci6n 6ptima a utilizar en las experiencias destinadas a 
la determinaci6n del porcentaje de linfocitos B en ratas de dis -
tintas edades. 
3.8.3. Suero de conejo anti-IgG de rata 
A partir de una soluci6n de $-globulinas obtenida como se 
describid anteriormente, fue aislada la IgG mediante cromatogra- 
ffa de intercambio i6nico. Para ello, la soluci6n de $-globulinas 
fue dializada contra buffer Tris-C1H 0,2 M pH 8 durante 24 hs 
a 4OC. Luego de la di%lisis, la soluci6n se corri6 a traves de 
una resina DEAE Sephadex A-50 (PHARMACIA FINE CHEMICALS) utili- 
zando una columna (2,6 x 40 cm) (K 26/40, PHAXWCIA FINE CHEMI- 
CALS) equilibrada con el mismo buffer. La lectura a 280 nm de 
fracciones de 6 ml, obtenidas variando la fuerza i6nica del bu - 
ffer de eluci6n con un gradiente de ClNa desde 0,05 M a 0,5 M 
en el mismo buffer, pus0 en evidencia dos picos 10s que fueron 
analizados por IEF (ver 3.9.) contra suero de conejo anti-suero 
total de rata. Uno de 10s picos fue recromatografiado en las mis- 
mas condiciones y las fracciones obtenidas fueron leldas a 280 
nm. Los picos resultantes se reanalizaron por IEF. La mezcla de 
las fracciones que contenlan IgG se desal6 a traves de Sephadex 
G-25 (PSARTJIACIA FINE CHEMICALS). La IgG asf purificada fue liofi- 
lizada durante 48 hs utilizando un liofilizador marca ELIOVAC 
y almacenada en un desecador a 4OC. Este material fue analizado 
por inmunodifusi6n en gel utilizando sueros standard de origen 
comercial (ver 3.11.). La cantidad total de protelna obtenida fue 
valorada por la tecnica de Lowry (125). 
Conejos de 3 Xgrs de peso se inmunizaron siguiendo el esque- 
ma descripto en el punto 3.8.1. Los Ac anti-IgG fueron valorados 
por precipitacidn en medio llquido (ver 3.10.) empleando IgG de 
rata y por IEF contra suero total de rata. Por inmunofluorescen- 
c i a  i n d i r e c t a  (ver  3.5.3 .) sobre c g l u l a s  de  bazo d e  r a t a  a d u l t a  se 
determin6 l a  d i l u c i d n  6ptima a u t i l i z a r  en 10s e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  
con e l  o b j e t o  d e  determinar  el  porcenta je  iie l i n f o c i t o s  B que l l e -  
van IgG en  su super£ i c i e  en .  r a t a s  d e  d i s t i n t a s  edades . 
Buffer T r i s - C 1 H  0,2 M: 
...................... T r i s  12 g r s  
Agua d e s t i l a d a  .............. 900 m l  
Se a j u s t a  el  pH a 8 ,2  con C 1 H  10 N y luego s e  completa has ta  1 1 con 
agua d e s t  i l a d a  . 
3.8.4. Preparaci6n d e  suero d e  conejo an t i - t imoc i to  d e  r a t a  (SAT) 
Tres  conejos de  3 Kgrs d e  peso fueron inoculados segGn ya s e  
8 ha d e s c r i p t o  (138) por v i a  sc  con t imoci tos  en ACF (10 c8lulas/co-  
ne jo )  obtenidoas de  r a t a s  de  3 semanas de  v ida .  A l a s  tres semanas 
cada animal r e c i b i d  tres re inoculac iones  durante  tres d l a s  por v l a  
ev d e  l o 8  t imoc i tos  s i n  ACF. Los conejos  se sangraron una semana mds 
t a r d e  y e l  suero,  luego de  i n a c t i v a r l o  a 56°C  por 30' , f u e  adsorbido 
dos veces  con gldbulos r o j o s  de  r a t a  a d u l t a  (ver  3.12. ) y una vez 
con polvo d e  hlgado d e  r a t a  (ver  3.13. ) . Luego f u e  cent r i fugado a 
10.000 rpm por 1 h y almacenado a -20°C. La a c t i v i d a d  d e l  SAT obte-  
nido d e  cada conejo,  se determin6 por c u a t r o  procedimientos: 
1) I n  vivo:  Por inoculaci6n d e  0,2 m l  por v l a  i p  'a r a t a s  Wistar 
a d u l t a s .  Como c o n t r o l  s e  u t i l i z e  suero normal d e  conejo (SNC) . Se 
determin6, entonces,  el  descenso en el  n h e r o  de  l e u c o c i t o s  c i r c u l a n  -
t e s  a  l a s  0, 4 ,  24 y 48 hs p i .  Se consideraron a c t i v o s  10s sueros 
que produjeron una disminucidn de  mbs d e l  50% de  10s v a l o r e s  norma- 
les d e  l e u c o c i t o s  duran te  48 hs. 
2) I n  v i t r o :  Por ensayo d e  c i t o t o x i c i d a d  mediada por comple- 
mento (ver  3.14. ) . 
3)  Por PAP (Peroxidasa-anti-peroxidasa) sobre c o r t e s  de  bazo 
y n6dulos l i n f d t i c o s  d e  r a t a  a d u l t a  (ver  3.15. ) 
4 )  Por inmunofluorescencia i n d i r e c t a  (ver 3.5.3. ) u t i l i z a n d o  
una suspensidn d e  c g l u l a s  t l m i c a s  provenientes  d e  r a t a s  d e  3 a 4 
semanas d e  edad. Se probaron d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  a1 medio d e l  suero 
para determinar  l a  6ptima a  u t i l i z a r  en l a s  exper iencias .  
3.8.5. Preparaci6n d e  f-globulins de  cabra anti-2/-globulina d e  cone- 
jo  marcada con i s o t i o c  i ana to  d e  f luoresce lna  
La 8-globulina se obtuvo siguiendo l a  metodologfa ya d e t a l l a d a  
en el  punto 3.8.2. Una cabra r e c i b i 6  dos d o s i s  d e  5 0 0 ~ r s  d e  p r o t e  -
fna cada una en ACF por v l a  intramuscular  (im) separadas,  por 15  
d l a s  d e  i n t e r v a l o .  Diez d l a s  despugs d e  l a  Gltima inoculaci6n se l e  
adminis t rd  0 , l  mgrs d e  protefna por v f a  ev s i n  ACF y 24 hs mds t a r -  
d e  o t r o s  10  mgrs por l a  misma v l a .  A 10s 1 5  d l a s  el suero f u e  va lo-  
rado por p r e c i p i t a c i d n  en medio l l q u i d o  (ver 3.10. ) . Las $-globuli-  
nas d e  c a b r s  fueron p u r i f i c a d a s  por l a  metodologfa ya d e s c r i p t a  y 
se u t i l i z a r o n  para l a  preparaci6n d e l  conjugado con i s o t i o ~ f d n a t o -  
de  f luoresce lna .  Para e l l o ,  a 16 m l  d e  $-globulinas de  cabra a 1  1 , 2 %  
en SF se agreg6 2,5 m l  d e  SF, 2 ,5 m l  d e  buffer  bicarbonato-carbonato 
y 20 mgrs d e  i s o t i o c i a n a t o  d e  f luoresce lna .  La mezcla f u e  ag i t ada  
d u r a n t e  16 hs  a 4 O C  y luego d i a l i z a d a  a 4OC duran te  8 d l a s  con cam- 
b i o s  d i a r i o s  con t ra  1 1 d e  PBS. E l  conjugado se c e n t r i f u g 6  luego a 
12.000 rpm duran te  15 '  a 4OC y el  sobrenadante,  adsorbido con polvo 
d e  hlgado (ver  3 .13) ,  f u e  fraccionado y almacenado a -20°C. Por in-  
munofluorescencia i n d i r e c t a  se determin6 l a  d i l u c i 6 n  6ptima para s e r  
u t i l i z a d a  en 10s ensayos. 
Buffer bicarbonate-carbonato : 
C03Na2 .......................... 1,l g r s  
C03HNa .......................... 3,3 g r s  
Agua d e s t i l a d a  .................. 100 m l  
Se a j u s t 6  el  pH a 9 y se guard6 a 4OC. Es una so luc i6n  0 , 5  M. 
3.9. INJ!4UNOELECTROFORESIS (IEF) 
Tscnica d e s c r i p t a  por Grabar (139) .  Fue r e a l i z a d a  sobre  p lacas  
d e  v i d r i o  d e  85 x 100 mrn sobre l a s  que s e  volcaron 8 m l  d e  agarosa 
1% en b u f f e r  Tr i s -ba rb i tu ra to  pH 8,6 (ver  3.4.3.) .  Las p lacas  se con -
servaron una noche a 4OC. Se r e a l i z a r o n  per forac iones  en l a  agarosa 
u t i l i z a n d o  sacabocados que permiten una capacidad d e  2 ,d  (para sue- 
r o  e n t e r o )  , 5/ccl. (para x-globul inas  e IgG) y l O / c c l  (para l a s  f r a c -  
c iones  ob ten idas  de  l a s  columnas) . Sobre un molde d e  a c r l l i c o  d i s e -  
6ado para c inco  muestras se marcaron l a s  c a n a l e t a s  sobre l a  agarosa 
- -  - -  - - - -- - - -- - -- - - -  -- .. -- -- -- 
y se sembraron las muestras. Las corridas se realizaron en un apara- 
to LKB 14ultiphor System a 10 V/cm durante 1 h a 10°C utilizando el 
buffer Tris-barbiturato pH 8,6. A1 finalizar las corridas, se extra- 
jo el contenido de las canaletas las que se llenaron con 100 /" 1 del 
anti-suero correspondiente segdn el caso. Las placas fueron manteni- 
das en chara hdmeda durante 48 hs. A1 cab0 de este tiempo, se lle- 
naron,tanto las perforaciones como las canaletas, con agua destilada 
y las placas se cubrieron con cuatro a cinco hojas de papel de fil- 
trot ejerciendo sobre ellas una presi6n de aproximadamente 1 Kgr. 
Las hojas de papel de filtro humedecidas se reemplazaron por secas 
tres veces y a1 finalizar este procedimiento las placas se colocaron 
en un bafio de ClNa 0,l PI con agitaci6n durante 2 hs. Este proceso fue 
repetido por segunda vez complet%ndose el secado con aire caliente. 
Las placas se colorearon con Amido Black (ver 3.4.3.) durante 5' y 
decoloraron con sucesivos cambios de solucidn decolorante (ver 3.4.3) 
3.10. PRECIPITACION EN MEDIO LIQUID0 
Esta tecnica fue empleada para valorar 10s sueros de 10s cone- 
jos inmunizados con suero total, $-globulina, IgG de rata as5 como 
tambien el suero de la cabra inmunizada con 8-globulina de conejo. 
El protocolo empleado fue el siguiente: 
Los tubos fueron incubados 1 h a 37OC y una noche a temperatu- 
ra ambiente. Luego de centrifugarlos a 1.500 rpm durante 10' se ob- 
serv6 la formaci6n de precipitado en el fondo de 10s tubos. 
El suero de conejo anti-IgG de rata fue valorado tambien por 
diluciones seriadas a1 medio desde 1/1 hasta 1/80 siguiendo el mis- 
mo protocolo para cada diluci6n, con el objeto de ser utilizado en 
IDR para la cuantificacien de IgG serica en ratas de distintas edades. 
NOdeTub 
lrgrs de Ag en 
/0,45 m l  de PBS 
anti-suer0 
PBS {nil) 
3.11 INMUNODIFUSION BIDIMENSIONAL EN GEL 
1 
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0 10 20 50 100 150 200 250 350 450 450 - 
0,l 0,l 0,l 0,l 0,l 0,l 0,l 0,l 0,l 0,l - 0,l 
- - - - - - - - - - 0,l 0,45 
Tecnica de Outcherlony (140). En este caso se emplearon tambien 
placas de vidrio de 85 x 100 mm sobre las cuales se volcaron 8 ml de 
agarosa 1%. 24 hs m6s tarde se realizaron perforaciones en la agaro- 
sa utilizando sacabocados que realizan orificios de 5 pl de capaci- 
dad separados por 5 ma en 10s cuales se sembraron: 
En el orificio central: Suero de cabra anti-IgG de rata de 
origen comercial (10 mgrs/ml) diluido 1/2. Este suero se enfrentd con 
a) IgG de rata obtenida en el laboratorio. 
b) IgG de rata de origen comercial (20 mgrs/ml). 
c) 8-globulina de rata obtenida en el laboratorio. 
d) Suero total de rata. 
e) 6-globulina de rata de origen comercial (20 mgrs/ml). 
Todos 10s sueros de origen comercial provienen de CAPPEL LAB0 - 
RATORIES,INC. USA. 
La lectura se realiz6 despugs de 48 hs a temperatura ambiente. 
3.12. METODO EMPLEADO PARA LA ADSORCION DEL SAT CON GLOBULOS ROJOS - 
Ratas Wistar adultas se sangraron por puncidn cardiaca y su san -
gre, colocada en tubos conteniendo citrato de sodio a1 5%, fue con- 
servada a 4OC. El SAT fue mezclado en relacidn 1:3 con el sediment0 
de gl6bulos rojos previamente lavados tres veces con SF. Luego de in -
cubar 1 h a temperatura ambiente con agitaci6n ocasional, la mezcla 
fue centrifugada a 1.200 rpm durante 15'. Este procedimiento fue rea -
lizado dos veces y a1 finalizar la dltima centrifugacidn, el SAT se 
extrajo con Pipeta Pasteur y luego de fraccionarlo se conservd a 4°C. 
3.13. -!!TODO EMPLEADO PARA LA ADSORCION CON POLVO DE HIGADO 
Se siguid la tgcnica descripta por Johnson (141). A cuatro hfga- 
dos (aproximadamente 25 grs) de ratas Wistar adultas macerados en mo; 
tero conteniendo 50 ml de SF, se le agregaron 400 ml de acetona con 
agitaci6n constante. La mezcla se centrifuge a 1.800 rpm durante 15' 
a 4OC. El residuo s6lido fue lavado cuatro veces con 200 ml de SF 
cada vez. El residuo resultante fue resuspendido en 50 ml de SF y se 
le agregd, con agitacidn constante, 200 ml de acetona. Luego de una 
nueva centrifugacidn, el residuo fue resuspendido en 200 ml de ace- 
tona. Alfcuotas de 25 ml fueron colocadas en papel de filtro dentro 
de un filtro Buchner conectado a una bomba de vaclo y lavadas cuatro 
veces con 25 ml de acetona cada vez. Los papeles conteniendo el pol- 
vo de hlgado fueron secados a 37OC durante una noche y el residuo 
seco fue pulverizado en un mortero. Una diluci6n a1 1/2 del suero se 
mezcl6 con el polvo de hfgado en proporcien 100 mgrs/ml de suero pu- 
ro. Se mantuvo una noche a 4°C con agitacidn constante. Luego de cen -
trifugar a 10.000 rpm durante 15', el sobrenadante fue fraccionado 
y conservado a -20°C. 
3.14. TITULACION DEL SAT POR LA TECNICA DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR 
COMPLEMENT0 
Se siguid el mgtodo descripto por Barth (142). Timos provenien- 
tes de dos ratas Wistar de 30 dfas de vida fueron colocados en pla- 
cas conteniendo buffer Tris pE 7,2 y rallados en malla metdlica. Las 
suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron a 1.000 rpm duran- 
te 10' y el contenido celular del pellet, resuspendido en el misno 
b u f f e r ,  f u e  contado en  una csmara d e  Neubauer. Para el  ensayo, l a s  
c g l u l a s  fueron  d i l u l d a s  en el mismo b u f f e r  d e  manera d e  ob tene r  una 
6  
concen t r ac idn  f i n a l  d e  20 x 10 c6lulas /ml .  E l  ensayo d e  c i t o t o x i -  
c idad  se r e a l i z 6  segdn el s i g u i e n t e  pro tocolo :  
S e empled suero f r e s c o  d e i  cobayo d i l u l d o  1/4 en  buff er r  como 
f u e n t e  d e  complemento. Luego d e  incubar  1 h a  37 OC se determind 
el p o r c e n t a j e  d e  c e l u l a s  v i a b l e s  por l a  t e c n i c a  d e  exc lus idn  con 
Azul T r i f l n .  
Buffer  T r i s :  
T r i s  0,2 M ...................... 50 m l  
C1H 0,2 M ....................... 44,2 m l  
Agua d e s t i l a d a  .................. 105,8 m l  
8 
- 
0,05 
01 1 
0,05 
6 
1/320 
0,05 
01 1 
- 
5 
1/160 
0,05 
0,l 
- 
7 
1/10 
0,05 
- 
0,1; 
No de t u b  
Diluci6n 
deSAT (0.05ml) 
C E l u l a s  
( 2 O x l 0 ~ c e l ~ )  
(fi 
Suer0 de c o k p  
dilu5.do 1/4 (ml ) 
Buffer Tris 
pH 712 
I 
3 
1/40 
0,05 
0, l  
- 
4 
1/80 
0,05 
0,1 
- 
1 
1/10 
0,05 
0, l  
- 
2 
1/20 
0,05 
0,l 
- 
C12Ca ........................ 1 7  mgrs 
C12Mg.6H20 ................... 100 mgrs 
E l  pH d e  esta soluc i6n  f u e  d e  7,4. Luego se afiadieron 3  mgrs d e  
C12Ca y 1 ,7  g r s  de  ClNa. E l  pH se a j u s t 6  a  7,2 con C1H 0,2 N. 
Fue r e a l i z a d a  siguiendo l a  tgcn ica  d e  inmunomarcaci6n enzimd- 
t i c a  (143) por e l  D r .  Eduardo Lascano en l a  Cdtedra d e  Microbiolo- 
g l a ,  P a r a s i t o l o g f a  e  Inmunologla d e  l a  Facul tad d e  Medicina (UBA).  
Para e l l o  s e  u t i l i z a r o n  c o r t e s  h i s to l6g icos  de  bazo y n6dulos l i n -  
f d t i c o s  d e  ra ta  a d u l t a  10s c u a l e s  fueron incubados sucesivamente , 
con 10s s i g u i e n t e s  elementos : 
1) SAT: d i s t i n t o s  c o r t e s  s e  emplearon para ensayar v a r i a s  d i -  
luc iones  d e  este a n t i s u e r o  . 
2 )  Suero d e  cabra ant i -xglobul ina  de  conejo d i l u f d a  1/100. 
3 )  Peroxidasa-antiperoxidasa obtenida en cone jo  (CAPPEL LAB) 
d i l u i d a  1/100. 
Los c o r t e s  fueron lavados extensivamente con buf fe r  T r i s  sa- 
l i n o  0,05 M pH 7,6 despugs d e  l a  a p l i c a c i d n  de  cada a n t i s u e r o .  La 
r eacc i6n  f u e  revelada  con diaminobencidina con 0,05% d e  per6xido 
d e  hidrdgeno ba jo  c o n t r o l  microsc6pico. 
3.16. HISTOLOGIA 
Los e s t u d i o s  h i s t o l d g i c o s  fueron r e a l i z a d o s  por el D r .  Nor- 
b e r t o  Sanjuan en l a  Cdtedra d e  Microbiologfa,  P a r a s i t o l o g l a  e In- 
munologla d e  l a  Facul tad de  Medicina (UBA). Los t e j i d o s  fueron f i  - 
jados en form01 a 1  10% duran te  4 8  hs.  Luego fueron deshidra tados  
sucesivamente con a lcohol  e t f l i c o  70°, 9 6 O  y 100° duran te  6 hs  ca  -
da vez.  Despugs d e  r e a l i z a r  l a  c l a r i f i c a c i d n  con x i l e n o  duran te  
3 hs, 10s t e j i d o s  fueron surnergidos en un bafio d e  pa ra f ina  durante  
3 h s  con dos cambios. La i n c l u s i 6 n  s e  r e a l i z 6  en pa ra f ina  y 10s 
c o r t e s ,  d e  7 p m  de  espesor  fueron coloreados con Hemalumbre de  Ma - 
yer-eosina.  
3.17. ANALISIS ESTADISTICO 
Fue r e a l i z a d o  con l a  prueba t d e  Student. Se tomaron como s i g  -
n i f i c a t i v o s  10s v a l o r e s  d e  p < 0,05. 
4.1. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS SERICAS 
4.1.1. Concentraci6n total de proteinas sgricas 
Como se menciond en Materiales y Mgtodos fue determinada 
por la tgcnica de Lowry empleando ratas de distintas edades. La 
Figura NO1 muestra 10s resultados obtenidos. Cada punto repre- 
senta el promedio de por lo menos 3 valores individuales. Puede 
observarse que la concentraci6n hallada en el animal adulto fue 
de 9-10,5 gr % a diferencia de las ratas recign nacidas (entre 
1 y 3 dias de vida) donde el valor oscil6 entre 3-4 gr%. El por -
centaje fue paulatinamente aumentando con la edad de 10s anima- 
lest hasta alcanzar un valor homologable a1 del adulto aproxi- 
madamente a 10s 50 dlas de vida. 
Cuando se analizaron las distintas proteinas sericas por 
electroforesis en acetato de celulosa y en agarosa, se corrobo- 
raron estos resultados ya que las muestras provenientes de ra -
tas recign nacidas resultaron dgbilmente tefiidas si se las com -
para con las de 10s animales de 3 meses de vida (Fotos 1, 2, 3, 
4.1.2. Andlisis de las proteinas sgricas: 
Los porcentajes relativos de cada una de las 
Figura No 1: Protelnas &icas totales. Variacidn con la edad. 
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Fotos No 1 y 2: Electroforesis en acetato de celulosa de suems de ratas Wistar 
de distintas edades. 
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. .~otos No 3 y 4: Electmforesis en acetato de celulosa de sueros de ratas Wistar 
de distintas edades. 
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Fotos No 5 y 6: EleAzcoforesis en agarosa de sueros de ra tas  Wistar de dis- 
3 meses 
18 b r a s  
1 dla 
2 dlas 
3 dfas 
4 dlas  
5 dlas 
6 dlas 
3 m e s e s  
8 dlas 
9 dfas 
, protelnas determinados por eluci6n de cada banda y lectura colo- 
rimetrica a 640 nm estdn representados en la Figura N02. Puede 
observarse que en todas las edades estudiadas, inclusive adultas, 
10s valores fueron similares ya que las correspondientes a las 
c( -globulinas oscilaron entre 11-22%, las de las /J -globulinas 1 
entre 8-15% y las de las )f-globulinas entre 9-16%. 
Fue evidente que 10s porcentajes de albfimina y 
linas variaron segfin la edad. En el animal adulto la albfimina re- 
present6 entre 45 y 55% y la 0(2 entre 8 y 15% a diferencia de 
10s valores observados en las ratas recign nacidas (entre 24 hs 
y 1 dla de vida) en las cuales la albGmina est5 disminulda (20- 
30%) y la q2aumentada (30-40%). Estos valores se acercan a 10s 
del animal adulto en ratas de edades posteriores alcanzdndolos a 
10s 2 dlas de vida aproximadamente, para la albGmina y a 10s 7 
dlas para la 0( 2. 
Estas diferencias pueden apreciarse en las corridas electro- 
foreticas que se observan en las Fotos NO1 a 4, Cuando las corri- 
das electrofor6ticas fueron analizadas en un densit6metr0, el per 
- 
fil proteico obtenido, correspondiente a cada edad, volvi6 a co- 
rroborar 10s resultados anteriores: en las ratas recign nacidas 
todos 10s picos fueron bajos si se 10s compara con 10s de la ra- 
ta de 3 meses de vida lo que indica que la concentracidn proteica 
total fue menor. Por otra parte el pic0 correspondiente a la W2 
Figura No 2: Porcentaje relativo de 10s 5 ccmpnentes proteicos principles 
del suero de la rata Wistar y su variaci6n con la dad.  
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que se obtiene en las ratas recien nacidas result6 m6s alto que 
el control de 3 meses. 
Es de hacer notar que si bien 10s porcentajes relativos 
da cada protefna serica alcanzan 10s valores observados en la 
Figura N02, cuando se calcularon las concentraciones absolutas 
de cada una de ellas en base a la cantidad total de proteinas 
por 100 ml de suero, se encontr6 que 10s sueros provenientes de 
ratas recisn nacidas presentaban valores m6s bajos si se 10s 
comparaba con 10s hallados en la rata de 3 meses de vida (Figu- 
ra N03) aumentando lentamente con la edad. Como fue dicho s61o 
la present6 niveles mZis altos durante las primeras horas 2 
delnacimiento (1,48 gr % )  descendiendo hasta 10s 12 dlas de vi- 
da aproximadamente (0,47 gr%) para ascender nuevamente hasta al- 
canzar 10s valores absolutos correspondientes a1 animal adulto 
entre 10s 30 y 40 dlas de vida (1,07 gr%). 
4.1.3. Concentraci6n de IaG serica: 
Para determinar la concentracidn de IgG-sgrica, el primer 
paso que se siguid fue la purifi~acidn~por cromatograffa, de IgG 
a partir del suero de rata adulta como se describi6 en Materiales 
La Figura N04 representa la lectura a 280 nm correspondien -
te a las fracciones obtenidas. El primer pic0 considerado hasta 
Figma No 3: Concentracibn absoluta (grs %) de 10s 5 compnentes prroteicos prin- 
c i p l e s  del suero de l a  rata Wistar y su variacibn con l a  dad. 
n i m e r o  d e  f r a c c r d n  
la fracci6n NO19 present6 una banda ubicada en la zona corres- 
pondiente a la IgG, cuando se analiz6 por IEF. El segundo pico, 
considerado hasta el final de la cromatografia present6 tres 
bandas y por lo tanto fue recromatografiado. El perfil obteni -
do nuevamente se observa en la Figura N05. El primer pic0 pre- 
sent6, por IEF, una banda en la zona correspondiente a la IgG 
como se muestra en la Foto N07. 
La calidad y pureza del material obtenido despues de lio- 
filizar las fracciones que contenian IgG, fueron analizadas, co -
mo se describi6 en el punto 3.11 de Materiales y MEtodos por in -
munodifusi6n bidimensional en gel utilizando sueros standard de 
origen ,comercisl-. 
Todas las soluciones presentaron una banda de precipitaci6n 
cuando se las enfrentd con suero de cabra anti-IgG de rata de o- 
rigen comercial observdndose reacci6n de identidad entre todas 
ellas. 
La cantidad total de IgG obtenida fue de 73,9 mgrs. Este 
material fue utilizado para la preparaci6n de suero de conejo an -
ti-IgG de rata. 
Con el objeto de utilizar este suero en IDR, para valorar 
la concentraci6n de IgG serica en ratas de distintas edades se 
determine, por precipitaci6n en medio llquido, la diluci6n 6pti- 
ma a utilizar. Para ello se emplearon diluciones desde 1/1 hasta 
Figura No 5: Recromatografk del 2do. pic0 s h e  DEAF:-Sephadex As.,. 
n d m e r o  de f r a c c i d n  
~ o t o  NO 7: Inmunoelectroforesis del primer pico obtenido por crcnnatografla 
sobre DEAE Sephadev As0 de l(-globulina de rata Wistar adulta. 
En las canaletas se s d x 6  suero de conejo anti-suero total de rata. 
1/80 con cada una de las cuales se sigui6 el protocolo descrip- 
to en el punto 3.10. Se observ6 formaci6n de precipitado en todos 
10s tubos correspondientes a las diluciones 1/1 y 1/10, por lo 
tanto esta dltima diluci6n fue la elegida. 
En la Foto NO8 se observan 10s resultados obtenidos por IDR 
utilizando una placa con 12 perforaciones de 5 pl cada una. Como 
puede apreciarse, la alta concentraci6n de IgG serica en la rata 
adulta, no puede determinarse con precisidn cuando se siernbra el 
suero puro, ya que el tamaiio del halo hace dificultosa la medici6n. 
Por eso se repitid la experiencia diluyendo el suero 1/5 en SF pa- 
ra obtener un halo medible. En cambio 10s sueros provenientes de- 
ratas desde las 6 hs de vida hasta 10s 5 dlas se sembraron sin di- 
lulr ya que la concentraci6n de IgG serica result6 menor y 10s 
halos formados pudieron ser medidos sin dificultad. 
En la Foto NO9 se observa la IDR obtenida cuando se sembrargn 
distintas concentraciones de IgG de origen comercial con fines cum -
parativos y sueros de ratas Wistar de distintas edades. Result6 di -
flcil interpretar la presencia de 2 halos conc6ntricos cuando se 
sembr6 la soluci6n comercial de IgG. Sin embargo el suero de cone- 
jo anti-IgG preparado en el 1abor.atorio inoculando 10s conejos con 
la soluci6n de IgG purificada tambien en el laboratorio muestra en 
la IDR un Gnico y net0 halo (Foto N08). Por ello se utiliz6 la anti- 
IgG preparada en el laboratorio para la confecci6n de la curva de 
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Foto No 8 : Inmunodifusibn radial de sueros de ratas Wistar de distintas edades 
para determinar l a  concentracibn de 1g-G &ica seqh una curva de 
cal  Wac ibn . 
2: 30 pgrs de IgG \ CURVA DE CALIBRACTON 
3: 15 p s  de IgG / 
4 : suer0 de rata W i s t a r  de 3 meses de vida 
5: sumo de rata W i s t a r  de 3 meses de vida diluZio 1/5 
6: suer0 de rata W i s t a r  de 6 hs de vida 
8 : I1  11 I1 I1  I' 1 dla de vida 
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Foto No 9: fusi6&adial de suems de ra tas  W i s t a r  de dist intas edades 
, - '-:i para detenninar l a  concentraci6n de I g G  &ria se$n una c w a  de 
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1: 50,kgrs  de IgG de origen comercial. 
2: 3O/ccgrsw " " 11 I1 
3: 2 0 p g r s "  If " I1 11 
4: 1 0 , A g r s W  " " I1 I1 
5: suero de ra ta  Wistar de 6 dlas de vida. 
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c a l i b r a c i b n .  Puede observarse  ademds que l a  concentraci6n de  IgG s6 
- 
r i c a  va aumentando con l a  edad d e  l a s  r a t a s  l o  que surge d e l  progre 
- 
s ivo  aumento d e l  digmetro de  10s halos.  
L a  Foto Nolo presenta  10s r e s u l t a d o s  obtenidos  en l a  IDR u t i l i -  
zando sue ros  de  r a t a s  de  14 a 40 dTas de  vida.  Puede observarse  que 
dos  d e  10s sueros  sembrados en e s t e  caso presentaban ha los  concgn t r i  -
c o s  (NO5 y 12) cuya a p a r i c i 6 n  no pudo s e r  expl icada ya que e s  d i f l -  
c i l  a c e p t a r  que s e  t r a t e  d e  d i s t i n t a s  subclases  de  IgG que aparezcan 
so lo  en uno (N05) d e  t r e s  d i l u c i o n e s  i g u a l e s  de  sueros  de  r a t a s  de  
l a  misma edad (N04, 5 y 6) . Esta fo.to muestra tambign que 10s sueros  
provenientes  de  r a t a s  d e  15 d l a s  de  v ida  y 10s correspondientes  a 20, 
30 y 35 d f a s  d e  v ida  presentan una pau la t ina  d isn inuci6n  d e l  tamaiio 
d e l  halo l o  que p a r e c e r l a  i n d i c a r  una disminucidn en l a  concentraci6n 
de  IgG s g r i c a .  
La Foto NO11 muestra aumento en l a  concentraci6n de  IgG s 6 r i c a  
en l a s  muestras  cor respondientes  a r a t a s  d e  50, 60 y 75 d l a s  de  v ida  
acercdndose a 10s v a l o r e s  d e  10s animales de  3 meses tornados como 
c o n t r o l .  En e s t a  placa se incluyeron tambign sueros d e  r a t a s  Buffalo/  
Sim de  v a r i a s  edades para comparar 10s v a l o r e s  con 10s que habzan s i  -
do obtenidos  en r a t a s  Wistar. Los r e s u l t a d o s  demuestran que, con li- 
g e r a s  v a r i a n t e s  l a  tendencia  observada para l a  cepa Wistar en cuanto 
a l a  concentracidn s g r i c a  d e  IgG e s  s i m i l a r  a l a  de  l a  Buffalo/Sim. 
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Foto No 10: Irrrmuladifusi6n radial de sueros de ratas W i s t a r  de distintas edades 
para deteminar la  concentraci6n de IgG s e i c a  seg€in una curva de 
1: 45 pgrs  de IgG. I 2: 30 pgrs de IgG- 
calmcih 
3: 15 pgrs  de IgG. j 
4: Suero de rata Wistar de 3 mses de vida diluldo 1/3. 
Foto No 11 : Immxnodifusi6n r a d i a l  de sueros de ratas Wistar y Buffalo/Sim de 
distintas edades para determinar l a  comentraci6n de IgG &-rim. 
1: Suer0 de rata W i s t a r  de 50 dlas de vida dilufido 1/2. 
2 :  " " "  I I  11 60 11 I1 II I1 1/3. 
3: " " If 7  5 IS I* II 11 
4 : Suero de ratas Buf falo/Sim de 18 hs de vida. 
5: " It  " I1 
" l d l a d e v i d a .  
6 : l l l t l l  I t  11 2 It  I I  11 
7: II " II I1 3 It  . 
* : " 1 ,I 11 11 4 11 I1 I1 
g : 11 rr 11 II  6  It I' . 
10 : 11 11 a II  8r 
11 : I1 I I  I1 It 10  It I t  . 
12: " 1, 11 II " 3 meses de vida dilu5iio 1/3. 
En la Figura NO6 se resumen 10s resultados obtenidos por 
IDR graficando 10s valores absolutos de IgG sgrica en mgr/ml 
en suero de ratas Wistar de distintas edades, calculados en ba - 
se a la curva de calibraci6n confeccionada. 
4.1.4. Nivel del complemento serico 
Ratas Wistar de 2, 5, 8, 10, 13, 19, 25, 32, 50 y 90 dfas 
de vida fueron sangradas para determinar el nivel de complemento 
serico siguiendo la metodologla descripta en el punto 3.4.5.En 
la Figura NO7 puede observarse la variaci6n de dichos niveles 
con la edad de 10s animales. Cada barra representa un promedio 
de por lo menos tres valores individuales para las ratas de 90, 
50, 32, 25 y 19 dlas de vida, tres pooles de 2 animales paralos 
grupos etarios de 13, 10 y 8 dlas y tres pooles de 4 animales pa - 
ra las ratas de 5 y 2 dlas de vida. Como puede observarse con la 
metodologla utilizada, no pudo detectarse complemento en las mues -
tras obtenidas a partir de las ratas de 2 dlas de vida. Hastalos 
8 dlas 10s niveles son bajos (1/4-1/8), y van aumentando acerc6n -
dose a 10s valores hallados en el animal adulto de tres meses 
de vida 10s cuales alcanzaron un tltulo promedio de 1/256. 
4.2. MADURACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL 
4.2.1. Antfgenos particulados(GRC) 
El primer ensayo fue realizado con el objeto de conocer la 
Figura No 6: Concentracitin de IgG &ica en ratas de distintas edades. 
Figura No 7 : Tl tu lo  de Canplemento &rim en ratas Wistar . Variacidn con 
la edad. 
Dias de e d a d  
capacidad de la rata adulta de formar anticuerpos hacia este Ag 
para establecer las condiciones a ser empleadas en animales de 
distintas edades. El diseiio experimental utilizado se describi6 
en el esquema I de Materiales y Mgtodos. La Figura N08 represen -
ta la cinetica de formaci6n de Ac de ratas Wistar de 3 meses de 
vida inoculadas con 10' GRC, a) par vfa ip y b) por vla sc. Como 
puede observarse se obtuvo mayor nivel de Ac sericos circulan- 
tes cuando 10s animales fueron inoculados por vla ip per0 estos 
niveles descienden a partir del dla 14 pi; la respuesta fue me- 
nor per0 mds estable cuando el Ag fue inoculado por vla sc. No 
se detect6 la presencia de Ac anti-GRC circulantes en el suero 
de ratas adultas normales sin estimulaci6n antigenica. En base 
a estos resultados se eligieron 10s dlas 7 y 14 pi para valorar 
en ellos la respuesta inmune a GRC en ratas de distintas edades 
ya que en ambos tiempos se obtuvo un nivel detectable de Ac en 
el adulto por las dos vfas utilizadas. Ademds es un momento su -
ficientemente temprano de la respuesta como para detectar Ac de 
la clase IgM, que es la primera inmunoglobulina sintetiza -
da tanto en la cinetica de la respuesta inmune como en la onto -
g&nica. 
Se estudid la maduracidn de la competencia inmunol6gica 
de la rata hacia este Ag particulado, empleando animales de dis -
tintas edades, 10s que fueron inoculados con GRC como se descri -
Figura No 8: Cingtica de fonmcidn de Ac anti- en ratas EUffalo/Sim de 
tres meses de vida inoculadas con 10' GFC p v2a i p  o sc. 
bi6 en el esquema I1 de Materiales y Metodos. En la Tabla I se 
observan 10s resultados obtenidos despues de una inoculaci6n de 
9 10 GRC por vla ip. El denominador de cada una de las fraccio- 
nes representa el ndmero total de animales utilizados para ca- 
da grupo etario y el numerador 10s que respondieron a la inocu -
laci6n del Ag. Los ndmeros que figuran entre parsntesis expre- 
san, para cada edad, el promedio de 10s tftulos de Ac obtenidos 
calculado sobre la base de 10s valores positivos. Como puede ob 
servarse comienzan a detectarse Ac sericos, si bien en tltulos 
bajos, en las ratas inoculadas a partir de 10s 6 dlas de vida. 
Es interesante destacar que en la mayorla de 10s casos, se de- 
tect6 mejor respuesta inmune al dla 7 pi ya sea considerando el 
ndmero total de animales que resultaron positivos asl como tam- 
b i b  el tltulo de Ac sericos obtenido. 
Para determinar la influencia de la vla de inoculaci6n se 
realiz6 un estudio similar utilizando en este caso la ruta sc. 
En la Tabla I1 se muestran 10s resultados obtenidos en ratas de 
distintas edades despues de la inoculaci6n de 10' GRC. En este 
caso la respuesta fue detectable a partir de 10s 12 dfas de vida 
y con una minima diferencia a favor del dla 14 con respecto a1 
7 pi. Estos resultados parecerian indicar que, en este sistema 
la vla ip es mejor inductora de la respuesta humoral que la sc. 
Es de hacer notar que en el animal adulto el nivel de Ac alcan- 
zado fue tambien mayor cuando el Ag fue inoculado por vla ip 

(Figura N08) -. 
Tabla 11: Tftulo de anticuexps s&icos anti- en ratas 
Buffalo/Sim de distintas edades inoculadas con 
9 10 GRC pr  via sc. 
Ante l a  p o s i b i l i d a d  que l a  ca renc ia  de  r e spues ta  inmune ha -
c i a  GRC observada en l a  r a t a ,  cuando e s  inoculada durante  10s p r i  -
meros d l a s  de  v ida ,  no fuese  debida a una inrnadurez d e l  apa ra to  
inmunocompetente s i n o  a l a  c reac i6n  de un es tado de  t o l e r a n c i a  s e  
empled en o t r o  grupo experimental  e l  esquema 111 d e s c r i p t o  en !la- 
t e r i a l e s  y Metodos. La Figura - NO9 muestra 10s n i v e l e s  de  Ac s 6 r i  -
cos  alcanzados cuando l a s  r a t a s  r e c i b i e r o n  dos inoculac iones  de  
9 1 0  GRC por v l a  i p ,  l a  primera a 10s 2 y l a  segunda a 10s 1 6  d l a s  
de  v ida .  Como puede observarse  hubo una evidente  i n h i b i c i d n  en l a  
formaci6n de  A c  a l a  segunda d o s i s  s i  se l a  compara con l a  respues  -
t a  pr imar ia  d e l  grupo c o n t r o l  que r e c i b e  una s o l a  d o s i s  a 10s 1 6  
Figura N09: Efecto de la imculacibn tanprana de GEC sohre l a  respesta 
hacia una segunda dosis antighica a 10s 16 d k s  de vida. 
3 
C 
.- 
1- 
GRC D i a s  pi 
. GXJEO EXPFfZlMENTAL: Ratas Buffalo/Sim inomladas a 10s 2 y 16 
9 d b s  de vida con 10 GRC por v% ip. 
_ - -, GRUPO CONTROL: Ratas que recibieron una sola dosis a 10s 16 dias 
de vida. 
dlas de vida. Esta inhibicidn tambien se manifest6,aunque en me- 
nor grado,cuando las ratas recibieron la segunda inoculaci6n de 
GRC a 10s 30 o 60 dlas de vida. (Figura NO10 a y b) . 
Para determinar si la dosis de GRC podla modificar el desa- 
rrollo de la respuesta se sigui6 el mismo esquema experimental pe -
7 
ro empleando ya sea lo5 6 10 GRC administrados por vla ip. En la 
Figura NO11 a y b estdn representados 10s resultados obtenidos en 
ambos casos. No se obtuvo respuesta con lo5 GRC ni en el grupo ex -
perimental (2 inoculaciones) ni en el grupo control, siendo por 
lo tanto esta cantidad de Ag, en nuestro modelo, insuficiente corno 
para inducir eldesarrollo de Ac s6ricos. En cambio,cuando se em -
7 ple6 10 GRC, se detectaron Ac circulantes, aunque en tftulos infe -
riores a aquellos logrados con lo9 GRC, solo despues de la segun -
da inoculaci6n en el grupo experimental encontrdndose adernds una 
leve diferencia en 10s tltulos de Ac alcanzados con respecto a1 
grupo control. 
Para determinar la influencia de la v1a de penetraci6n del 
9 Ag, se empled tambign el mismo esquema, utilizando 10 GRC corno do -
sis antiggnica administrada por via sc. Los resultados estdn exr 
presados en la Figura N012. En este caso tampoco se detectaron Ac 
circulantes despues de la primera inoculacidn del Ag y alcanzaron 
bajos niveles despugs de la segunda, comparando con el grupo con- 
trol que s61o recibi6 GRC a 10s 16 dlas de vida. 
3 ~ 3  - I INV s o d  ~ a n r , ! ~ u e  ap o l n i ! l  
Figura No 11: Efecto de l a  dosis antighica en el desarrollo de l a  respes- 
ta hacia GI82 en ratas neonatales. 
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a) lo5 CJlC pr  VG i p  b) 1 0  GRC p r  vla ip. - 
, GWFO EXPERIMENTAL: Ratas Buf falo/Sim inorxiladas con dos dosis de 
GRC a 10s 2 y 1 6  d h s  de vida. 
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Figura No 12: Hecto de l a  vla d.e penetracibn del antfgeno sobre el desarrollo 
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.-. GlUXO EWERIMEN%: Ratas Buffalo/Sim imculadas con dos dosis de 
9 10 GRC por vZa sc a 10s 2 y 16 dlas de vida. 
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Con el objeto de analizar este problema de manera mSs deta- 
llada se decidid emplear una t6cnica mss sensible que permitiese 
valorar la formacidn de Ac a nivel celularPara elloseutilizd la 
tEcnica de Cunningham con la que se cuantificaron las celulas es -
plenicas formadoras de Ac. La Figura NO13 muestra 10s valores de 
9 CFA obtenidos luego de la inoculacidn de 10 GRC en ratas adultas 
y de 2 dias de vida siguiendo el esquema IV descripto en Itateria -
les y Metodos. Cada punto representa la media de 4 animales adul -
tos y de 4 lactantes segdn el caso. Como puede observarse, en el 
animal adulto el mSximo de la respuesta corresponde a1 dia 5 pi 
(placas directas) con una media de 2659~!?A/107 cglulas blancas, va- 
lor que va descendiendo hasta hacerse indetectable el dia 18 pi. 
A lo largo del experimento, 10s valores obtenidos en 10s anima-, 
les de 2 dlas de vida'no sobrepasaron las 60 C F A / ~ O ~  celulas es- 
plgnicas. Estas experiencias corroboraron 10s resultados anterio- 
res,estudiando 10s Ac sericos,ya que vuelve a demostrarse que la 
rata de dos dlas de vida no responde a la inoculacidn de GRC aGn 
cuando se utilice como en este caso una t6cnica m6s sensible que 
la hemaglutinacidn. 
La Figura NO14 muestra las CFA obtenidas despugs de utili- 
zar el esquema experimental V ya explicado en Materiales y Meto -
dos. Cada punto representa el promedio de 4 valores individua- 
les. Puede observarse la inhibicidn de la respuesta a la segunda 
Figura No 13: Cinetica de las CFA espl&icas hacia GFC de ratas Buffalo/Sim 
9 
adultas y de 2 dlas de vida irnrmnizadas con 1 0  GEC p r  vla ip. 
. .  Ratas adultas. 
.-- .-- -. Ratas de 2 dlas de vida. 
Figura No 14 : CFA espl&icas obtenidas luego de dos imculaciones de 10' GEC 
p r  vla i p  a 10s 2 y 16 dlas de vida. 
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G R C  G~R c d i a s  pi 
. GRUFO EXPERII@WIY&: Ratas Wzf falo/Sim que recibieron dos irYxrulacio- 
nes de GRC. 
,--.--, GRlJPO CONTFOL: Ratas Buf£alo/Sim que solo recibieron una inoculacibn 
de GRC a 10s 1 6  dlas de vida. 
igoculaci6n del antlgeno, en las ratas que recibieron una prime- 
ra dosis anitiggnica comparada con la buena respuesta inmune de 
10s controles corroborando asi 10s resultados ya obtenidos por 
hemaglutinaci6n directa. 
4.2.2. Antlgenos solubles 
4.2.2.1. Albhina s6rica bovina (ASB) 
Con el objeto de determinar la dosis de ASB a utilizar en 
el estudio de la maduraci6n inmunol6gica de la rata hacia este 
Ag, se emplearon 2 lotes de ratas Wistar adultas las que se ino-* 
cularon con 500 6 5000 flgr de ASB por vla sc como se describe 
en el esquema VI de Materiales y Ilgtodos. La Figura - NO15 - muestra 
la cinetica de formaci6n de Ac obtenida en ambos grupos experi- 
mentales. Cada valor representa la media de tltulos obtenidos en 
tres muestras individuales. Como puede observarse, con las dosis 
ernpleadas se obtienen curvas similares alcanzgndose tftulos leve -
mente superiores en el dia 53 pi. (1/1700 vs 1/1300) con la dosis 
de 500 fir. Por lo tanto Bsta fue elegida para 10s ensayos ten - 
dientes a estudiar la maduracidn inmunol6gica de la rata hacia es -
te Ag. 
En la Pigura NO16 ( a,b,c,d ) se observa la cinetica de for -
maci6n de Ac en ratas de distintas edades las cuales fueron ino- 
culadas como indica el esquema VII descripto en Materiales y M B ~ O  - 
Figura No 15: Cineica de fomcibn de Ac anti-ASl en ratas W i s t a r  de txes me- 
ses de vida bmmnizadas con 500 o 5.000 grs del ant%- en ACF 
p r  vla ipl. P 
d i a s  pi . 
- 125 - 
Figura No 16: Cingtica de formaci6n de Ac antidSB en ratas Wistar de distintas 
edades inmmizadas con 500,~~grs del antIgeno en ACF pr vZa ipl. 
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4 dias 
dos. Para el anblisis de 10s resultados,los valores obten3dos :. 
en todos 10s grupos fueron comparados con 10s del animal adulto 
de 3 meses de vida. Como puede observarse en la Figura -- N016a,no - 
pudo detectarse Ac en 10s animales inoculados a 10s 2 dias de vi - 
da hasta 10s 37 dlas pi (alcanzando tltulos de 1/50 el dla 49 pi). 
Los valores fueron aurnentando gradualmente en ratas de edades pop 
teriores obteniendose tambien en el dia 49 pi tltulos de 1/160, 
1/180, 1/232, 1/185 y 1/330 en animales inoculados a 10s 3, 4, 5, 
6 y 8 dias respectivamente (Figura NO16 a v b). Es interesante 
tambign destacar que en estos casos la respuesta comienza a ser 
positiva mbs tempranamente es decir entre 10s 20 y 30 dlas. Un 
llamativo increment0 en el titulo de Ac se observd en las ratas 
inoculadas a 10s 18 dias de vida ya que el valor (1/1000 a 10s 49 
dlas pi) fue aproximadamente tres veces mayor si se lo compara 
con 10s inoculados a 10s 11 dias de vida(1/380) (Figura -. NO16 c). 
En 10s grupos de edades posteriores 10s tftulos no variaron sig- 
nificativamente ni entre sf, ni si se 10s compara con 10s de 10s 
animales de 18 dlas ya que oscilaron alrededor de 1/1026, 1/1004 
y 1/1026 en 10s animales inoculados a 10s 30, 45 y 60 dlas de vi -
da respectivamente (Figura NO16 c y d). 
Si se comparan las Figuras NO15 y 16 puede observarse que 
en ninguna de las edades se obtuvo una respuesta de Ac circulan- 
tes anti-ASB de la magnitud encontrada en el animal adulto. 
4.2.2.2. LipopolisacSrido (LPS) 
La Figura NO17 muestra la cingtica de formaci6n de Ac sgri- 
cos anti-LPS obtenida en ratas Wistar de 3 meses de vida inocula .- 
das con 10 p g r  de LPS como se describe en Materiales y MBtodos. 
Cada punto representa el valor medio entre 4 a 5 muestras indivi -
duales . Puede observarse una respuesta de tipo oscilatorio pre- 
sentando un pic0 mSximo de Ac (1/30) el dfa 9 pi y otro pico me -
nor (1/18) el dia 17 pi. Como control, ratas adultas sin estimu - 
laci6n antigenica fueron sangradas para valorar la presencia de 
Ac sericos naturales ya que este Ag es extraldo de Escherichia 
--- 
coli, microorganism~ que forma parte de la flora normal enterica 
-
y p0drIa.n eventualmente presentar Ac. Las muestras estudiadas re- 
sultaron negativas a excepci6n de 2 de ellas en las que se valo- 
r6 1/2,1/4. 
Con el objeto de valorar el comportamiento inmunol6gico de 
ratas de diferentes edades hacia este Ag, animales de 2, 4, 7, 11, 
15, 22, 37 y 52 dlas de vida fueron inoculados con lO/lcgrs de 
LPS como se describi6 en Materiales y MBtodos. En la Tabla I11 - se 
observan 10s resultados obtenidos en 10s grupos 2, 4, 7 y 11 dlas 
de vida. El denominador de cada fracci6n expresa el nGmero total 
de anirnales sangrados para cada tiempo y el numerador, la canti- 
dad de muestras que resultaron positivas. El ntimero que figura 
entre parentesis indica el valor medio en el titulo de Ac calcu -
Fiaura No 17: Cinetica de formci6n de Ac anti-LPS en ra tas  W i s t a r  de tres 
mses de vida inmunizadas con 10 g r s  de LPS p r  17% ip. /" 
dias  pi 
Jado en base a 10s resultados positivos. 
Tabla 111: Respuesta hwral anti-LPS en ratas \istar de distintas edes 
irnnunizadas con 10 /LCgrs de LPS. 
No se detectaron Ac sericos en las muestras provenientes de 
10s grupos de 2 y 4 dfas de vida y en bajos niveles en algunos 
sueros pertenecientes a 10s animales de 7 y 11 dfas de edad, en 
10s dfas 9, 13 y 17 pi. 
La Figura NO18 a y b representa la cingtica de formaci6n de 
- 
Ac de las ratas inoculadas a 10s 15, 22, 37 y 52 dfas de vida.Co - 
mo puede observarse, la capacidad para la formaci6n de Ac sericos 
aumenta con la edad de 10s animales alcanzando, aunque m5s tardfa -
mente (dfa +13), una magnitud similar a la de la rata adulta a 
10s 37 dfas de vida, En la mayorla de 10s casos se obtiene tambien 
una respuesta de tip0 oscilatorio con un pic0 de Ac el dfa 17 pi 
- 130 - 
Figura No 18: C i n e t i c a  de formacibn de Ac anti-LPS en ratas W i s t a r  de distintas 
edades irnnunizadas con 1 0 ~ s  de LPS p r  v2a ip. 
dias pi 
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en 10s animales inoculados a 10s 22 dlas de edad (Figura NO18 a). 
En la Figura NO18 b puede observarse que ese pic0 de Ac circulan -
tes aparece mds precozmente (dla +13 en las ratas inoculadas a 
10s 37 dlas de vida y. dla +9 en las inoculadas a 10s 52 dlas, a - 
cercsndose , por lo tanto, a la curva obtenida en las adultas en 
las cuales, como ya se indic6, aparece a 10s 9 dlas pi (Figura N017). 
4.3. MADURACION DE LA RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD MEDIABA POR 
CELULAS : 
2,4-Dinitro-1-Fluorbenceno (DNFB) 
Ensayos con la Dd 
Siguiendo la metodologla ya descripta, el primer paso fue 
determinar en el animal adulto cud1 era la Dd que no produjera 
lesi6n "per sen y que a su vez resultase Gtil para desencadenar 
la reacci6n. Para ello se probaron 3 dosis (0,1%; 0,3% y 0,5%) 
en ratas de tres meses de vida que no hablan recibido la Ds. La 
Tabla IV muestra el porcentaje de hinchaz6n de la oreja medidos 
a las 24, 48 y 72 hs. despugs de la Dd; cada valor es el promedio 
de 3 datos individuales. A pesar de que con la dosis de 0,3% se 
obtuvo un leve aumento del espesor de la oreja, naturalmente ines - 
pecifico,fue la elegida para las experiencias posteriores ya que 
la de 0.5% produjo lesi6n cutsnea con un aumento significativo 
en el espesor de la oreja y la dosis menor podrla resultar ine- 
fectiva para desencadenar la reaccibn. 
Tabla IV: Porcentaje de hinchaz6n de la oreja en ratas adultas que 
solo recibieron la Dd*. 
* z + E s  - 
Para determinar por lo tanto la efectividad de la dosis elegida 
se ensay6 el siguiente esquema utilizando DNFB a1 10% como Ds. 
DNFB 10% 
La Tabla V muestra el porcentaje de hinchaz6n de la oreja en am - 
bos grupos, 
Tabla V: Porcentaje de hinchaz6n de la oreja en ratas adultas sensibilizadas 
con DNFB al 10% y desencadenadas a 10s 7 dlas con DNFB al 0,3%*. 
Horas pst Dd 
IDS M 24 4 8 7 2 
Control 
Dd - + 11,32 + - 2,34 8,72 + -1,38 6,92 + -1,24 
(3 animales) 
Experimental + + 33,95 + -2,6 22,80 + -1,26 
(.5 animales) 
Estos resultados indican que la Dd utilizada fue efectiva pa- 
ra desencadenar una reaccidn de hipersensibilidad retardada ya que 
se observ6 un aumento significativo de la reacci6n entre el grupo 
control y experimental (p 4 0,0005) . 
Como este esquema debla ser utilizado en ratas recign nacidas 
en las cuales la superficie 6til del pabell6n de la oreja es peque- 
50 debla previamente ensayarse, tambign en el animal adulto, la du -
raci6n de la reaccidn en un perlodo m6s prolongado entre la Ds y Dd. 
Esto permitirla el desarrollo de una superficie del pabell6n de 
la oreja suficiente para visualizar adecuadamente la reaccibn. 
Por lo tanto se prob6 un esquema similar a1 anterior per0 en el 
cud1 la Dd fue aplicada 1 4  dlas despu6s de la Ds. 
En la Tabla VI - .  se - observan 10s resultados obtenidos: 
Tabla VI: Porcentaje de hinchaz6n de la oreja en ratas adultas sensibiliza- 
das con DNFB a1 10% y desencadenadas a 10s 14 dfas con DNFB a1 0,3%*. 
Como puede apreciarse la HR result6 tambien positiva y en 
este caso el porcentaje de hinchaz6n de la oreja en el grupo expe- 
rimental fue mayor que en el caso anterior ( p < 0,0005).  
La Ds del 1 0 %  de DNFB result6 tbxica para las ratas peque- 
5as y por lo tanto se ensay6, en el animal adulto la capacidad an- 
tigenica del DNFB al 5% segdn el esquema siguiente: 
Wtura 
Horas post Dd 
. 24 4 8 7 2 
9,865 2,49 10,69 + - 2,76 7,13 + 2,07 
- 
61,54+13,59 - 48,25+5,15 - 17,73+2,47 - 
-Po 
Control 
(3 animales)- 
--a+ 
(5 animales) 
Ds Dd 
+ 
+ 
Ds Dd 241-1s 48hs 72hs GRZTPO 
I I 1 I 1 
- / 
DNFB 5% 0,3% Lectura EXP- 
En la Tabla VII se muestran 10s porcentajes de hinchaz6n de 
la oreja obtenidos con este disefio experimental. 
Tabla VII: Porcentaje de hinchaz6n de la oreja en ratas adultas sensibilizadas 
con DNFB a1 5% y desencadenadas .a: -10s .14 dzas a n  DNFB a1 0,3%*. 
Lectura 
Horas post W 
24 4 8 72 
12,13 + - 1,04 9,47+1,81 - 2,69+1,76 - 
25,19 + - 2,l 21,44+1,75 - 13,74+2,65 - 
-Po 
Control 
(3 animales) 
Expaimental 
(5 animales) 
Ds Dd 
- + 
+ + 
Como puede observarse ,  l a  D s  u t i l i z a d a  f u e  suf i c i e n t e  para 
s e n s i b i l i z a r  a 10s animales obtenigndose una reacc idn  se HR va- 
l o r a b l e  aunque d e  magnitud i n f e r i o r  a l a  alcanzada cuando se u- 
t i l i z d  l a  D s  d e l  1 0 % .  Por l o  t a n t o  e s t e  esquema s e  e l i g i d  para 
ser u t i l i z a d o  en r a t a s  d e  d i s t i n t a s  edades con e l  o b j e t o  de  de- 
terminar  su capac idad d e  respues ta  . 
La Tabla V I I I  expresa 10s porcen ta jes  d e  hinchazdn d e  l a  o- 
r e j a  que se r e g i s t r a r o n  en 10s animales de  d i s t i n t a s  edades. Los 
v a l o r e s  para cada grupo e t a r i o  se cornparan con 10s de  10s animales 
c o n t r o l e s  que so lo  r e c i b i e r o n  l a  Dd. ~ a m b i s n  se incluyeron 10s por- 
c e n t a j e s  que f iguran en l a  Tabla V I I  que corresponden a 10s de 10s 
animales  d e  3 m e s e s  d e  v ida  que se u t i l i z a r o n  como pat rdn  de  com- 
parac i6n.  
Es tos  r e s u l t a d o s  indican  que 10s animales s e n s i b i l i z a d o s  a 10s 
8 d l a s  d e  v ida  son capaces d e  d e s a r r o l l a r  l a  r e spues ta  inmune y d e  
expresar  l a  reacc idn  d e  HR a 1  DNFB. E s t e  mismo esquema experimental  
f u e  empleado en r a t a s  de  5, 6 y 7 d l a s  de  vida.  No se presentan  10s 
v a l o r e s  numSricos ya que l a s  l e c t u r a s  co inc id ie ron  con el  perlodo 
d e  r sp ido  crec imiento  d e  10s animales en e l  c u a l  las  o r e j a s  dismi- 
nuyen su espesor  dPa por d l a  obteniendose v a l o r e s  negat ivos con res- 
pecto a 1  tiempo 0. 
TAEiLA KCII: Porcentaje de hinchaz6n de l a  oreja en ratas adultas, de 8 y 10 
dlas de vida sensibilizadas con DNFB a1 5% y desencadaadas a 10s 
14 dfas con DNFB dl 0,3%* 
Uctura 
Horas despuGs de la Dd 
24 4 8 72 
12,13 + - 1,04 9,47 + - 1,81 2,69+ - 1,76 
I 
25,19+2,1 - 21,44+1,75 - 13,74+2,65 - 
5,53+1,79 - 1,4 +1,37 - 1,3 +0,71 - 
- 
20,47 + - 2,02 13,13 + - 2,86 10,29 + - 1,16 
7,42t1,52 3,2621,07 3,15+1,6 - 
21,03 + - 2,35 15,18 + - 2,13 8,2 + - 1,39 
Edad 
Adulto 
8 dlas 
10 &as 
.- 
Q'JPO 
Control 
. 
Ekprimental 
Control 
- -- -- 
mimental 
Control 
Experimental 
4.4. ESTUDIOS DE HIPERSENSIBILIDAD MEDIADA POR ANTICUERPOS 
Con el objeto de estudiar la maduraci6n de la capacidad de 
la rata para desarrollar una reacci6n de hipersensibilidad media -
da por Ac, se realizaron ensayos previos en animales adultos de 
3 meses de vida para determinar en ellos la dosis y el esquema 
experimental a utilizar en el resto de las experiencias. Estos 
estdn descriptos en el esquema X de Materiales y Metodos. La Fi- -
gura NO19 resume 10s resultados obtenidos utilizando como Ds 500 
(a) 6 5.000 (b) firs de ASB en ACF por via intraplantar (ipl). 
Como Dd se emplearon 50Pgrs de ASB sin ACF inoculada por vfa 
id en el pabellen de la oreja derecha el dia 26 pi. Cada punto 
de la figura representa el promedio entre 6 a 8 valores indivi- 
duales. Como puede observarse el porcentaje de hinchaz6n esmayor 
a las 4 hs de la Dd (226,84 + - 5,87 para la dosis menor y 152,78+ - 
31,71 para la mayor). Estos valores van disminuyendo a medidaque 
transcurren las horas (138?57 + - 12,96 y 66,87 + - 3,22 a las 24 y 
48 hs respectivamente en 10s animales inoculados con 500/lcgrsde 
ASB; 125,55 + - 33,26 y 71,97 + - 33,09 para las 24 y 48 hs respecti -
vamente en 10s animales inoculados con 5.000 p r s  del Ag). Ma- 
crosc6picamente se observa un intenso eritema que tambign es md - 
ximo a las 4 hs y va disminuyendo paulatinamente a las 24 y 48 
hs post Dd. El grupo de 4 animales que sdlo recibieron la Dd y 
- 139 - 
Figura No 19: Hipersensibilidad mediada p r  Ac en ratas Wistar adultas. 
-. - - -- -- 
horas post Dd 
.-. Ratas sensibilizadas con 500pg- r~  de ASB en ACE' (Ds)  For v k  
intraplantar. * 
-o - wtas sensibilizadas con 5 . 0 0 0 y s  de ASB en ACF (Ds)  pr v3.a 
intraplantar . * 
---.--. Fhtas que solo recibieron l a  Dd. 
* la reaccidn fue d i d a  a 10s 26 dlas pst D s  con 5 0 p r s  de ASB pr vla 
intradtknim en el pabellen de l a  oreja. 
,que se utilizaron como control, presentaron un porcentaje de hin -
chazdn promedio de 18,45 + - 3,8 para las 4 hs, 11,98 +3,77 - para 
las 24 hs y 15,33 + - 4,14 para las 48 hs. 
El andlisis estadlstico de 10s resultados aplicando elTest 
de Student indicaron que 10s valores obtenidos en ambos grupos 
experimentales fueron estadlsticamente signif icativos (p < 0,001) 
con respecto a1 grupo control en todos 10s tiempos estudiados. 
Como se describe en Materiales y Mgtodos, un lote consti- 
tuido por 4 animales, de cada uno de 10s grupos experimentales, 
recibid la misma Dd por vla id en el flanco previamente depila- . 
do. La mdxima reaccidn se observe a las 4 hs en 10s animales i- 
noculados con 500 /Ugrs de ASB como Ds presentando en todos 10s 
casos edema y eritema. La magnitud de la reaccidn disminuy6 a 
las 24 y 48 hs. El 100% de 10s animales que hablan sido inocula -
dos con 5000 P g r s  de ASB como Ds mostraron el mismo cuadro que 
el grupo anterior a las 4 hs; per0 en este caso en el 50% se ob- 
serv6 a las 24 hs, en la zona de inoculaci6n de la Dd, lesiones 
necr6ticas de piel. La Tabla IX resume 10s resultados,del dihe -
tro del eritema,obtenidos. Cada valor representa el promedio de 
10s 4 datos individuales para cada grupo. 
Tabla IX: Hipersensibilidad mediada p r  anticuerpos en ratas adultas innmi- 
zadas con 500 6 5000 p r s  de ASB en AC?? y desencadenadas a 10s 26 
&as pi con 50,U.grs de ASB en el flanco derecho. 
* P r d o  de 2 valores individuales . La intensidad de las lesiones de pie1 
impidi6 la medici6n correcta del dihtro del eritana. 
Dihtro del witem a las 
4hs 24hs 48hs 
15+1,22 - 12,25+1,03 - 6,75+1,3i - 
- - - 
13 + - 1,22 12,5 + - 2,50* 9 + - 1,0( 
- - - 
-Po 
Fkperimental 
Control 
Fkperimental 
Control 
Ds Dd 
5OOfigrs 50@s 
- 5 o F ~ s  
5000 ,&rs 5O,&grs 
- 50,,4tsjrs 
Los estudios histoldgicos, realizados en las muestras pro- 
venientes del flanco como de la oreja muestran a las 4 hs post Dd 
marcado edema en la dermis reticular con dep6sitos de fibrina y 
extravasacidn difusa de eritrocitos lo que parece indicar hemorra -
gia de poca magnitud. Los capilares de la dermis reticular y de 
la capa muscular se presentaron congestivos, con pavimentaci6n de 
leucocitos polimorfonucleares; las cglulas de las paredes capila- 
res se observaron turnefactas con focos de necrosis. En el tejido 
intersticial pericapilar se visualizaron leucocitos polimorfonu- 
cleares formando manguitos. El infiltrado inflamatorio se extiende 
difusamente a toda la dermis. La lesidn se presenta como una vas- 
culitis leucocitocldstica intensa y reciente, correspondiendo a1 
cuadro histoldgico de un fen6meno de Arthus (Fotos NO12 y 13). 
A las 24 hs 10s fendmenos vasculiticos persisten con un in- 
tenso infiltrado de pl~fonucleares coexistiendo con linfocitos y 
monocitos (Foto N014). Estas cglulas predominan en 10s cortes ob - 
tenidos a las 48hs lo que seria compatible con la aparici6n de una 
reaccidn de HR. A las 72 hs el cuadro ha disminuido y solo se pre -
sentan secuelas de las lesiones. 
En 10s cortes provenientes de 10s animales del grupo control 
que sdlo recibieron la Dd, no se observaron lesiones. 
En base a 10s resultados descriptos se decidi8 utilizar la 
dosis de 5 0 0 p r s  para ser empleada en las experiencias posterio- 
Fato No 12: Corte de la oreja de una rata de 3 meses de vida sensibilizada con 
5 0 0 p s  de ASB en ACF por via sc y desencadenada con 50/lgrs del 
Ag por vla ic? en el pabell6n de la oreja. 4 hs pi. Se observa en 
la dermis reticular y en la hipodennis, manguitos perivasculares 
bien definidos constituldos por leucocitos polimrfonucleares. El 
infiltrado se extiende tambi6n entre las fibras msculares estriadas 
y el pericondrio del cartflago auricular. (120~). 
Foto No 13: Corte de la oreja de una rata de 3 meses de vida sensibilizada con 
5 0 0 p s  de AS3 en ACE' p r  via sc y desencadenada con 50 grs del /' 
Ag por vla id en el pabelldn de la oreja. 4 hs pi. Detalle de 10s 
manguitos perivasculares en la dennis. Obshense 10s leucocitos, 
la trmbosis y necrosis de las paredes vasculares con migraci6n de 
polirtborfonucleares a trav6s de las mims. Coexiste extravasaci6n 
eritrocitaria leve. (20024 . 
Foto No 14: Corte de l a  pie1 de una rata de 3 meses de vida sensibilizada con 
5OOpjrs de ASB en ACF p r  vla sc y desencadenada con 50 grs del /U 
Ag p r  vla id en el flanco derecho. 24 hs pi, Se observa inf i l t ra  -
do inflamatorio de leucocitos plimrfonucleares que cmpranete 
difusamente l a  dermis, sobre todo alrededor de 10s vasos sangul- 
neos. E h  un sector se evidencian deflsitos de fibrina. (160~). 
res ya que result6 la menor cantidad de Ag con la que pudo ser 
lograda una buena respuesta inmune . 
Por lo tanto siguiendo la misma metodologla descripta se i- 
nocularon ratas Wistar de 2,3,4,5,6,8 y 11 dlas de vida con 500 
p s  de ASB en ACF por vla ipl como Ds. 
La Figura NO20 muestra 10s resultados obtenidos en 10s por- 
centajes de hinchaz6n de las orejas a las 4 , 24 y 48hs despugs 
de la Dd. Cada punto representa el promedio entre 6 a 8 valores 
individuales. Como puede observarse,se obtuvo reaccidn de hiper- 
sensibilidad de magnitud similar a la del animal adulto en ratas 
que recibieron la Ds a partir de 10s 6 dlas de vida. 
En todos 10s casos se utiliz6 un grupo control de 4 animales 
que recibieron solamente la Dd. 
El andlisis estadistico del porcentaje de aumento obtenido 
en 10s animales de 10s grupos experimentales con respecto a1 gru- 
po control, para cada edad, fueron estadlsticamente significati- 
vos en las ratas inoculadas a partir de 10s 6 dlas de vida(p<0.001). 
En ninguna de las edades ensayadas se obtuvo respuesta posi -
tiva cuando 10s animales recibieron la Dd por vla id en el flanco 
previamente depilado. Por esa raz6n se sensibilizaron ratas de 18, 
30, 45 y 60 dlas de vida. A 10s 26 dlas de la Ds estos animales 
recibieron la descarga conjuntamente con otro grupo de 4 animales 
para cada edad, no inmunizado previamente,que sirvieron de control. 
Figura No 20: Hipersensibilidad mediada pr  Ac en ratas W i s t a r  de distintas 
edades . 
3 dias 
5 dias 
horas post Dd 
.-. Ratas que recibieron una D s  de 500,kgrs de A S  en ACF pr  v h  
irrtraplantar y ma Dd de 50,kgrs de A S  pr v%i id en l a  oreja 
el dla 26 pi. 
* - 4 - -4 Ratas controles que solo recibieron l a  Dd. 
11 dias 
8 d i a s  
'La Tabla X resume 10s resultados obtenidos. 
Tabla X: Hipersensibilidad mediada por anticuerpos en ratas de distintas edades 
imunizadas con 5 0 0 p s  de ASB en ACF y desencadenadas a 10s 26 dfas 
pi con 50 1-s de ASB en el £1- derecho. 
Los animales de 1 8 ,  3 0  y 4 5  dlas de vida en las cuales se consi -
der6 la reacci6n positiva presentaban edema per0 eritema leve compa- 
rado con el de gran Intensidad que se encontr6 en el animal adulto. Cuan -
do se inocularon a 10s 6 0  dlas de vida, el eritema fue m%s intenso 
que en las edades anteriormente mencionadas per0 de todas maneras no 
se observ6 la reacci6n tan evidente como la que se obtuvo en el ani- 
mal de 3 meses de vida. 
1 
Dihetro del eritema (mn) f ES 
Horas post Dd 
' 
4hs 24hs 48 hs 
2 7 5 
- - - 
10  4 0 
- - - 
11,25+1,25 - 6, 75+01 - 75 3,25+0,63 - 
- - - 
12,28+0,78 - 7,14+1,01 - 4,43+0,53 - 
- - - 
Node Total de 
positivos/animales 
(1/10) 
( O/4 ) 
(1/10) 
( 0/4 1 
(4/8 
( 0/4 ) 
(7/10) 
( 0/4 1 
r 
1 8  dlas. 
30 &as 
45 dfas. 
60 dfas 
Tratamiento 
Ds + Dd 
Control Dd 
Ds + Dd 
Control Dd 
Ds + Dd 
Control Dd 
Ds + Dd 
Control Dd 
4.5. TRANSFERENCIA MATERN0 FETAL DE Ac: 
Los primeros ensayos estuvieron destinados a determinar el 
Ag a utilizar y el momento 6ptimo de la prefiez para la inmuniza- 
ci6n de las hembras con el objeto de estudiar la transferencia 
de Ac a trav6s de tejidos fetales y/o leche, Se determin6 en hem -
bras adultas la cingtica de formaci6n de Ac hacia GRC yhacia. ASB 
tanto en la respuesta primaria como en la secundaria. Los detalles 
de la inmunizacidn de las ratas fue descripta en Materiales y Me- 
todos en 10s esquemas experimentales XI1 a XV. En la Figura NO21 
se observan 10s resultados obtenidos. Cada punto representa el 
promedio de 3 valores individuales. El nivel de Ac sgricos anti- 
GRC result6 demasiado bajo tanto en la respuesta primaria como en 
la secundaria (Figura NO21 a) como para poder ser empleado en 10s 
ensayos de transferencia pasiva natural. En cambio 10s valores deAc 
alcmzadus en ambas respuestas cuando 10s animales se inmunizaron 
con ASB (1,706 el dla 53 pi para la respuesta primaria y 17.066 
el dfa 10 despu6s de la segunda inoculaci6n para la respuesta se- 
cundaria) 10s hicieron aptos para 10s estudios propuestos (Figura 
NO21 b!. Si bien el nivel de Ac obtenido en la respuesta secunda- 
ria fue mayor, se consider6 el de la respuesta primaria suficiente -
mente alto para poder realizar las experiencias. 
A 10s 16 dlas de la inoculaci6n del Ag se comenz6 el aparea- 
miento. Considerando que el perlodo de gestacidn de la rata es de 
Figura No 2 1  a: Respuesta primaria y secundaria anti-GFC en ratas adultas. 
Us animales fueron myulados con una o dos dosis (separa- 
das por 60 dlas) de 10 GRC p r  vla sc. 
1 
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Figura No 21 b: R?spsta primaria y secundaria anti-ASB en ratas adultas. Los ani- 
males fueron inoculados con una o dos dosis (separadas pr  63 dhs)  
de 5 0 0 ~ s  de PSB en ACF por vfa ipl. 
ASB 
21 a 23 dlas, se lograba, de esta manera, un buen nivel de AC 
sericoshasta alrededor de 20 dlas despues de la parici6n.m la 
Figura NO22 se observan 10s resultados obtenidos en 4 madres in- 
munizadas. Se determine el tltulo de Ac maternos en el mamenbo 
del nacimiento de las crlas y a1 final de la experiencia, es de- 
cir, alrededor de 60 dlas despues de la paricien. Tambien se ob- 
serva en la Figura NO22 10s valores sericos obtenidos en las crfas; 
estos Ac representarlan 10s transferidos por tejidos fetales (va- 
lor a1 nacimiento) junto con aquellos transferidos por leche. A 
pesar que 10s animales permanecieron con sus madres hasta 10s 60 
dlas de vida, en la mayorfa de 10s casos 10s Ac disminuyen a par 
- 
tir del dla 25, momento que resulta coincidente con la finaliza 
- 
ci6n de la lactancia. En todos 10s casos,el nivel de Ac s6rico 
de las crfas en el momento del nacimiento fue menor a1 de 10s Ac 
sgricos maternos. 
La Figura NO23 muestra 10s resultados obtenidos en experien 
- 
cias de cruzamiento de crlas entre madres inmunes y no inmu- 
nes realizados con el objeto de deslindar la participacibn, en la 
transferencia, de Ac a travgs de tejidos fetales o de la leche. 
Las crlas provenientes de 4 madres inmunizadas (a las cuales tam 
- 
bi6n se les determine el tltulo de Ac en el momento de la pari- 
ci6n y a1 flnal de la experiencia), se intercambiaron con las o- 
tras madres no inrnunizadas cuyos alumbramientos se registraron si 
- 
multbneamente. Puede apreciarse el bajo nivel de Ac transferidos 
, Figura No 22: Transferencia mat--fetal de Ac a n t i - A S .  
- -- 
Dias  d e s p u e s  d e l  nacimiento 
,, Nivel de Ac rmterms. Las rnadres fueron irrrmnizadas con 500 Pgrs 
de ASB pr  vZa intraplantar 40 dlas antes del alumkamiento. 
.--,--, Igivel de Ac en l a s  crlas: Ac transferidos a traves de tejidos fe- 
tales y leche. 
Figura No 23 : Transferencia materm-fetal de Ac anti4iSB. Intercambio de c r k s  
con madres m irmunizadas. 
Dias despues del nacimiento 
, Nivel de Ac materms. Las madres W o n  irmunizadas con 500pgrs 
de ASB en ACE' pr  vla intraplantar 4 0 dlas antes del alumbramiento. 
-o Nivel de Ac en las alas de las madres inrmnizadas amamntadas p r  
mdres sin inrmnizar. 
. Nivel de Ac en las crfas de madres m inrmnizadas amamntadas pr 
por madres irnnunizadas. 
a travgs de 10s tejidos fetales en 10s sueros provenientes de 
las crlas nacidas de madres inmunizadas amamantadas por las hem- 
bras sin inmunizar; 10s tltulos van disminuyendo hasta hacerse 
indetectables aproximadamente a 10s 20 dlas post-nacimiento. Es 
evidente que la transferencia pasiva natural de Ac mbs importante 
se realiza a travgs de la leche como surge de 10s tltulos de Ac 
registrados en las ratas nacidas de madres no inmunizadas per0 ama -
mantadas por hembras inmunes. 
ESTUDIO DE LAS CELULAS COIIPROMETIDAS EN LA RESPUESTA INMUNE 
4.6.1. Recuento y Fdrmula leucocitarios 
Los valores de leucocitos totales en sangre perifgrica de ra- 
tas Wistar de distintas edades est6 graficado en la Figura N024. 
Cada punto representa el promedio de por lo menos 5 animales de ca -
da grupo etario. Aunque se encontraron marcadas variaciones indivi -
duales probablemente debidas a que la cepa Wistar es de exocrla, 
el nGmero total de leucocitos sangulneos tiende a aumentar con la 
edad de 10s animales (3.920 + - 594 en ratas de 2 dias y 8.537 + - 705 
en adultas de 3 meses de vida). Se observ6 una disminuci6n impor- 
tante en 10s animales de 13 dias de vida (3.600 + - 228) con respec -
to a ratas de menor edad (5.200 + - 83,5 a 10s 10 dlas) o mbs adul- 
tas (7.628,34 + - 849,3 a 10s 19 dias de vida). Los animales 

de 32 dias de vida tambien presentaron una disminucidn en el re -
cuento de leucocitos sangulneos (6.007 + 490) con respecto a 10s 
de 25 dfas (7,940 + 860) y a 10s animales adultos (8.537 + 705). 
- - 
La Tabla XI muestra el porcentaje de cada uno de 10s tipos 
celulares sangufneos observado en ratas Wistar de distintas eda- 
des estudiados en frotis coloreados con May Grunwald-Giemsa. 
Tabla XI: Fdrmula sanguinea (%) en ratas Wistar de distintas edades. 
Bad (dias) ms6f ilos 
Como puede observarse existe un amplio rango en 10s procen- 
tajes de 10s distintos tipos celulares dentro de cada grupo etario 
oscilando entre 10s mismos valores en la mayoria de 10s casos. Ha- 
ce excepci6n a esto el porcentaje de linfocitos y neutrdfilos poli 
- 


morfonucleares detectados en las ratas de 1 3  y 3 2  dlas. 
La Figura NO25 muestra el nfimero absoluto de linfocitos san 
-
guineos en. ratas de distintas edades. Cada cifra representa el pro -
medio de por lo menos 5 valores individuales. Tambign en este ca- 
so se observa el aumento,con la edad de 10s animales,en el nfimero 
de linfocitos ( 2 , 9 9 5  + - 404 en ratas de 2 dias y 6 , 9 7 7  + 664 en a- 
- 
dultos de 3  meses); tambign se comprueba una disminuci6n de esos 
tipos celulares a 10s 1 3  y 3 2  dlas de vida. 
En lo que respecta a1 valor absoluto de neutrdfilos poli- 
morfonucleares, puede apreciarse en la Figura ~ ~ 2 6 ,  que tambign 
varla con la edad de 10s animales, desde 9 3 2 , 4  + 1 9 7  en ratas de 
- 
2 dlas de vida, hasta la cifra promedio de 1 4 6 8  + 8 3  a 10s 3  me- 
- 
ses. Es llamativo el descenso que se observa a 10s 1 3  dlas de vi 
- 
da ( 2 1 2  + 4 7 )  que se incrementa bruscamente a 10s 1 9  dlas ( 1 7 8 4 , 4  
- 
4.6.2.  An6lisis del exudado peritoneal 
Las c6lulas del exudado peritoneal fueron extrladas y anali- 
zadas como se describe en el punto 3 . 5 . 2 .  de Materiales y Mgtodos. 
La coloracidn con Naranja deAcri'dina permite la diferenciacidn 
de cada uno de 10s tipos celulares existentes en la cavidad peri- 
toneal de acuerdo a su imagen microsc6pica: 
Linfocitos: cglulas de tamafio mediano, con nGcleo verde y citoplas 
- 
ma ausente o presente en un polo o como en un anillo alrededor 
del nbcleo, en este caso de color rojizo (Foto NO15 a). 
Macr6fagos:c~lulas de mayor tamafio con ndcleo grande y verde.Gran 
citoplasma verde claro con numerosas granulaciones de color rojo 
brillante (lisosomas) (Foto NO15 b) . 
Mastocitos:c~lulas tambi6n grandes que se encuentran ocasional- 
mente y cuando aparece presenta ndcleo amarillento con gran ndme 
- 
ro de granulaciones citoplasm5ticas de color rojo (Foto NO15 c). 
Polimorfonucleares: celulas medianas con n6cleo de forma carac- 
teristica verde-amarillo. Citoplasma verdoso con granulaciones 
rojizas escasas (Foto NO15 d). 
La Figura NO27 muestra 10s porcentajes de cada uno de 10s 
tipos celulares descriptos residentes en la cavidad peritoneal de 
ratas ~uffalo/Sim de distintas edades. Los macrdfagos represen 
- 
taron el 70-80% del total de celulas desde el nacimiento hasta 10s 
12 dias de vida, valor que desciende a1 43% en 10s animales de 20 
dlas. 
A la inversa, 10s linfocitos representan el 15-25% desde el 
nacimiento hasta 10s 12 dias de vida y luego aumentan relativamen 
- 
te hasta alcanzar, a 10s 23 dias de vida el porcentaje del animal 
adulto (50%). Menos frecuente es la presencia de polimorfonuclea 
- 
res cuyo valor promedio no super6 el 6% en todas las edades estu 
- 
diadas except0 un leve increment0 entre 10s 18 y 20 dias(9 ~ 1 3 % ) .  
Foto No 15: Coloracidn con Naranja de Acridina de celulas del exudado pe- ' I  
ritoneal de ratas Buffalo/Sim. (300x1 

S61o ocasionalmente se registraron mastocitos que oscilaron entre 
1 y el 4%. 
4.6.3. Distribuci6n de las poblaciones linfocitarias 
Se determin6 el porcentaje de las poblaciones de linfocitos 
T y B en bazo y timo de ratas Buffalo/Sim de distintas edades. La 
tgcnica empleada fue la inmunofluorescencia indirecta descripta 
en Materiales y Mgtodos. En esa secci6n tambi6n se detallaron las 
t6cnicas aplicadas en la valoracidn de 10s antisueros que se uti -
lizaron para la marcacidn de 10s linfocitos T y B cuyos resulta- 
dos son 10s siguientes: 
- La concentracidn de la r-globulina de rata valorada por 
el metodo de Lowry fue de 16 mgr/ml de protefna. La corrida inmu- 
noelectrofori5tica contra suero de conejo anti-suero total de rata 
s61o present6 bandas de precipitaci6n en la zona correspondiente 
a las f-globulinas sgricas. Con el suero de conejo anti-21-glo -
bulina de rata se obtuvo mBxima precipitacidn con 200 y 250Fgrs 
de antfgeno. La corrida inmunoelectrofor6tica tambi6n present6 
bandas dnicamente en la zona correspondiente a las x -  globuli- 
nas sericas cuando fue enfrentado con suero total de rata. Una di- 
luci6n 1/10 result6 dptima para marcar linfocitos B por inmunofluo -
rescencia indirecta. 
- El SAT se valor6 por cuatro procedimientos: 
J.) Recuento leucocitario: la Tabla XI1 expresa el n6mero de leu -
5 
cocitos sangulneos por mm obtenido en diferentes tiempos pst- 
inoculaci6n de ratas adultas, 
Tabla XII: Acci6n del SAT sobre 10s linfocitos sangulneos de ratas adultas 
en distintos ti-s pi. 
Los sueros provenientes de 10s tres conejos resultaron 
activos,es decir que produjeron un descenso de m6s del 50% en 
el recuento leucocitario. De todas maneras se utiliz6 un pool 
de 10s sueros provenientes de 10s conejos NO1 y 2 en estas ex- 
periencias. 
2)Una diluci6n del suero de 1/120 fue capaz de lisar el 50% de 
celulas tlmicas y 1/40 el 95% en 10s ensayos de citotoxicidad 
Conejo No 
1 
2 
3 
Nornl 
(sin inocular) 
+ 
Ratas No 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
0 hs 4 hs 24 hs 48 hs 
20.200 7,300 3.000 3.800 
15.900 10.700 7.200 7.000 
13.100 2.100 3.300 4.000 
20.800 900 3.200 5.800 
10.400 11.300 5.900 4.200 
10.400 11.700 3.900 3.800 
9.700 9.800 12.000 10.100 
18.800 16.400 12.400 15.500 
.mediada por complemento. 
3) Sobre cortes de bazo y n6dulo linfstico de ratas adultas se 
obtuvo marcacidn positiva, utilizando la tgcnica de PAP, en 
el drea paracortical (zona T) siendo negativa en 10s centros 
germinativos (zona B). 
4) Por inmunofluorescencia indirecta se determin6 que una dilu- 
ci6n de 1/10 resultaba 6ptima para marcar linfocitos T de sus -
pensiones celulares tfmicas. 
En todos 10s casos, s61o se consideraron positivas las c6- 
lulas que presentaban marcaci6n fluorescente neta en su super- 
ficie (Foto N016). 
Previo a su procesamiento 10s Brganos fueron pesados y 10s 
resultados figuran en la Tabla XIII. Cada cifra representa el pro 
- 
mdio de por lo menos 4 valores individuales. Se observa un incre- 
mento en el peso del bazo hasta 10s 90 dias de vida a diferencia 
del timo cuyo peso aumenta hasta alcanzar el mdximo a 10s 60 dias 
de vida y luego se mantiene constante. 
En la Figura NO28 se muestran 10s porcentajes de linfocitos 
T y B en bazo y timo de ratas Buffalo/Sim de distintas edades. 
Cada valor representa el promedio de por lo menos 4 animales. En 
timo se cbserv6 en todas las edades estudiadas marcacidn posi- / ,' 
tiva (80-90%) para linfocitos T. 
En pocos casos no incluidos en la Figura se obtuvo marca- 
ci6n de linfocitos B que representaron el 1-3% de las cglulas. 
Taljla XIII: Peso (en grs) de bazo y tim de ratas Buffalo/Sim de distintas 
edades . 
Los valores en bazo variaron con la edad de 10s animales. 
A 10s 2 dias de vida el 33% de las cglulas presentaron tinci6n 
I 
positiva para linfocitos T que varia considerablemente del por- 
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centaje obtenido en el animal adulto (51%). Este porcentaje se 
Tim 
0,014 
0,045 
0,040 
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0,058 
0,110 
0,171 
0,339 
0,3250 
alcanza ya en las ratas de 10 dias de vida. 
Cuando se utiliz6 anti- -9lobulina de rata para marcar 
las inmunoglobulinas que caracterizan a 10s linfocitos B, 10s va -
lores observados en las ratas de 2 dlas de vida tambign fueron 
menores si se 10s compara con 10s de 10s animales de 90 dias(l8% 
Foto No 16: Inmunofluorescencia indirecta de d l u l a s  provenientes del 
titm de ratas Buffalo/Sim de 3 meses de vida. Se observa 
marcaci6n neta en la suprficie. (12024 . 

y 40% respectivamente). Como se observa en la Figura, estos va- 
lores se alcanzan a 10s 13 dias de edad es decir, m6s tardlamen -
te que aquellos mencionados para linfocitos T espl&nicos. Los 
porcentajes de linfocitos B portadores de IgG en su superficie 
tambign son bajos (13%) en las ratas de 2 dias de vida, aumen- 
tan paulatinamente con la edad (30% a 10s 15 dlas) y descienden 
levemente (23%) en el animal adulto. 
5. DISCUSION 
La maduraci6n de la competencia inmunol6gica que da como re- 
sultado un individuo inmunocompetente implica una serie de meca- 
nismos de diferenciaci6n mds que la acumulaci6n de mutaciones 
gengticas. Si esto es correcto,la poblaci6n celular competente 
presente en'el perlodo perinatal posee toda la informaci6n ge- 
nstica requerida para, por ejemplo, sintetizar la gran diversi- 
dad de especificidades que pueden expresarse en las mol6culas 
de anticuerpos. En su sentido mds estricto el tgrmino diferen- 
ciaci6n se refiere a 10s acontecimientos que ocurren dentro del 
ndcleo de una cglula que conducen a la elecci6n de determinadas 
propiedades que transmiten a las generaciones celulares siguien -
tes. Se ha propuesto que el reordenamiento de la estructura cro -
mos6mica que da lugar a la aparici6n de un programa genGtico 
nuevo en las cglulas hijas ocurre solamente durante determina- 
dos ciclos celulares. 
Por ejemplo dichos pasos de diferenciacidn tienen lugar 
en el linaje B durante la selecci6n de 10s genes de la regi6n 
variable de 10s anticuerpos y cuando se produce el cambio 
("Switch") de isotipo de las inmunoglobulinas. Sin embargo pa - 
ra la mayorla de 10s criticos cambios que se producen durante 
el desarrollo y funcionamiento del sistema inmune no ha podido 
ser demostrado si se trata de verdaderos pasos de diferencia- 
ci6n o de la expresidn de un programa gengtico pfe-existente 
como respuesta a estimulos apropiados. Habitualmente se deno- 
mina a estos cambios como "maduraci6n1'. 
El estudio de la expresidn en el tiempo de esta madura- 
ci6n del sistema inmune ha aportado en las Gltimas decadas, co -
riocimientos fundamentales para la comprensidn del funcionamien -
to integral del sistema inmune en diferentes especies animales. 
El sistema inrnune de 10s mamiferos no es totalmente fun- 
cional durante la vida fetal ni a1 nacimiento.. A partir de este mo -
mento sobreviene una gradual maduracibn, la cual se completades -
pugs de un perlodo post-natal cuya duraci6n depende de la espe- 
cie y estd determinado geneticamente. 
El desarrollo de la competencia inrnunol6gica en la rata ha 
sido poco estudiado, y por lo tanto algunos de 10s aspectos m%s 
salientes del tema se desarrollan en esta Tesis. 
Las cepas,utilizadas en 10s laboratorios,de Rattus norve- 
gicus descXden de animales salvajes de origen asibtico, que in -
vadieron Europa Occidental a principios del siglo XVIII. A prin -
cipios del 1900 las raras variantes albinas de origen europeo 
usadas en su momento como curiosidad constituyeron 10s primeros 
n6cleos de crianza en el Instituto Wistar de Filadelfia. De e- 
110s se derivaron mSs de cien lineas endocriadas,entre ellas 
las empleadas en este trabajo (144) (145) - 
Se comenz6 el anslisis ontog6nico estudiando las protef- 
nas s6ricas normales para conocer las eventuales modificacio- 
nes relacionadas con la edad y aquellas que pudieran surgirdes -
pues de una estimulacidn antiggnica. 
A1 respecto,trabajos de otros autores empleando diversas 
tgcnicas electrofor6ticas con distintos soportes, como papel de 
filtro (146), bloque de 'almiddn (147), gel de almiddn (148) pa- 
ra caracterizar 10s componentes proteicos del suero de ratas, 
mostraron divergencias en 10s resultados obtenidos con respecto 
a1 grado de resolucidn y nhero de componentes del suero, quizds 
debido a las distintas tgcnicas empleadas y a las diferencias en 
las cepas, edad y sex0 de 10s animales. 
El exhen de las fracciones proteicas del suero de la rata 
adulta descripto en esta Tesis , estudiadas por electroforesis 
en acetato de celulosa a pH 8,6 , ha demostrado la existencia de 
cinco fracciones: albhina, dl, % I  /3 - globulinas. 
Similares resultados fukron obtenidos por Benjamfn y Weimer (146), 
trabajando sobre papel de filtro a1 mismo pH. Los porcentajes re -
lativos de cada una de las fracciones del suero del animal adul- 
to determinados por elucidn de cada banda, fueron semejantes a 
10s obtenidos por Jankovicl y col. (149). Estos autores no resol- 
vieron en $1 q2, considerando ambas bandas como una sola, 
cuyo porcentaje relativo fue del 26.8%. 
Si se comparan estos resultados con 10s obtenidos con sue -
ro de ratas de distintas edades, se detectan algunas diferen- 
cias . Estas residen en 10s porcentajes relativos de la alb6mi- 
na y de la q2 -globulins. La albhina se encuentra disminuT- 
da en ratas recign nacidas, aumentando a 10s 2 dlas despu6s del 
nacimiento. En contraste, el porcentaje de la c(2-globulina es 
mayor en la rata de 6 horas de vida y va disminuyendo con la - e
dad. Si se compara 10s valores absolutos, de las fracciones pro -
/ teicas estudiadas,solo la 4 -globulins est5 aumentada en el 2 
momento del nacimiento con respecto a 10s valores hallados en 
el animal adulto. Es improbable que el increment0 de la d2-glo -
bulina estg relacionada a la disminuci6n de la albhina ya que 
el porcentaje de las otras fracciones permanece relativamente 
constante en todas las edades. 
Beaton y col (150), analizando el suero por elctroforesis 
en gel de almid6n, encontraron una protelna que corrla en la zo -
na de las o(2-globulinas lentas en sueros provenientes de ratas 
prefiadas y ratas jBvenes,desde el nacimiento hasta 10s 35 dlas 
de edad, no detectdndose en edades posteriores. El gel de almi- 
d6n es de mayor resoluci6n que el acetato de celulosa y es pro- 
bable que esta o(g-globulina,en las condiciones de nuestro tra -
hjo quede errmascarada en toda la banda correspondiente a las 0( 2. 
El mayor contenido de o(2-globulina en suero de animales de se- 
is horas de vida podria ser explicada recordando que tambign se 
encuentra aumentada en el suero de ratas portadoras de tumores 
(150),Hubbard (151) formulb una hipbtesis, en la cual propone 
varios mecanismos que explicarian el papel supresor sobre la res -
puesta inrnune de la o(2-macroglobulina. El hecho de que estapro -
teina est6 presente en alta concentraci6n tanto en reci6n naci- 
dos como en hembras prefiadas sugerirla su participacidn en lapre -
vencibn del rechazo inmune del feto por la madre. 
En lo que se refiere a las 1-globulinas s6ricas se detecta 
un aumento,ligado a la edad,de 10s valores absolutos aunque 10s 
porcentajes relativos se mantienen constantes. Lo mismo se obser -
vb para las o( y /3 -globulinas. 
Es probable que esto refleje la adquisicibn de la capaci- 
dad de forrnar anticuerpos ante un estimulo antigenic0 dado. 
Quizds la documentaci6n m5s completa acerca de las clases 
de inmunoglobulinas presentes en el suero de la rata proviene 
de 10s trabajos de Bazin y col, (152). Ellos encontraron adem%s 
de IgM, IgA e IgE, cuatro subclases de IgG (IgG1, 1gG2,, IgG2b 
e IgG2c) de las cuales la 1gGza es la que se encuentra en ma- 
yor concentraci6n en suero (153). Uno de 10s objetivos de este 
trabajo fue conocer la variacibn de las proteinas que pueden 
participar en una respuesta inmune en ratas de distintas edades. 
Para ello, fue purificada la IgG del suero sin intentar determi -
nar por el momento las subclases involucradas; se prepar6 suero 
de conejo anti-IgG de rata y se determin6 la concentraci6n de 
IgG en animales de distintas edades. El aumento de IgG sgrica 
observado durante 10s primeros dias despugs del nacimiento repre -
sentarfa la transferencia de esta inmunoglobulina de la madre a 
las crias a trav6s de la leche, ya que se demostrd (153) que despues 
de la IgA,la IgG es la inmunoglobulina que se encuentra en mayor 
concentraci6n en la leche de rata. El perfodo en el cual 10s ani -
males adquieren la capacidad de alimentarse por si mismcs, entre 
10s 20 y 25 dlas de vida, coincide. con el ccmii?nzo de la dismi- 
nuci6n de la IgG sgrica, la cual presenta un mlnimo a 10s 30 dias 
de edad aproximadamente. El increment0 observado a partir de es- 
te momento representaria la IgG sintetizada activamente por 10s 
animales, en respuesta a la estimulacidn antigenica ambiental. 
La respuesta inmunoldgica a GRC , un antlgeno T-dependien- 
te,es deficiente en la rata durante 10s primeros dlas despuEs 
del nacimiento, como lo demuestra el bajo nivel de aglutininas 
ssricas y de CFA. La vla ip result6 mejor inductora de la for- 
macidn de anticuerpos que la via sc ya que,en el primer caso,co - 
mienzan a detectarse aglutininas en algunas ratas en bajos tf- 
tulos a partir del 6to a 7mo dia y recign a partir deldfa 1 2  
de vida para la via sc. Estas aglutininas fueron valoradas alos 
7 y 14 dias despues de la estimulaci6n antigenica. Es de hacer 
notar que, en el animal adulto el nivel de anticuerpos alcanza -
do fue tambign mayor cuando el antigeno fue inoculado por via 
ip que por vla sc; la respuesta mdxima de Ac circulantes se ob- 
serv6 a 10s 14 (para la vfa ip) y a 10s 28 (para la via sc)dZas 
pi. Esto podrfa deberse a 10s caminos diferentes,segGn la vla, 
que sigue el antigen0 para llegar a1 sistema inmune y estimular -
lo, es decir, captaci6n del antlgeno por parte de las celulas 
accesorias, posibilidades de procesamiento antigsnico, transpor -
te por vla sangufnea, etc. 
La carencia de respuesta hacia GRC en animales d e m o s  de 6 
dlas de edad puede deberse a una inrnadurez en el aparato inmuno -
competente o a la creacidn de un estado de tolerancia. La rata 
constituye un modelo adecuado para dilucidar este punto debido 
a que no posee anticuerpos naturales hacia GRC y por ende, no 
pueden ser transferidos pasivamente por la madre a las crias a 
traves de tejidos fetales y / o leche (154). La respuesta hacia 
GRC requiere la interacci6n de por lo menos 3 tipos de cglulas 
( 2 7 ) :  a) celulas B , derivadas de la mgdula dsea,b)c~lulas T, 
dependientes del timo, c) celulas accesorias presentadoras del 
antlgeno . Chiscon y Golub (77) demostraron que la maduraci8n 
de la funcionalidad de las cglulas T y B en lo que respecta a 
la respuesta a GRC en el rat6n tiene lugar en momentos diferen- 
tes. La competencia de las cglulas B en bazo fue getectada "in 
vitro" ya a las 24 hs. del nacimiento. Tres dfas m6s tarde se 
detect6 :la funcionalidad de la celula T ,  Sherwin. y Rowlands(32) 8 
trabajando con ratones adultos irradiados y r -.~onstituldos con 
cslulas de hfgado fetal o neonatal, demostraron que si bien e- 
xisten en estos drganos cglulas B capaces de responder inmuno- 
Mgicamente, deben transcurrir aproximadamente 10 dfas para que 
las cglulas T migren hacia el timo del hugsped, Sean liberadas 
a circulacidn y puedan reci6n entonces ejercer su funci6n como 
cglulas ayudadoras. En el ratdn , la respuesta primaria a GRC 
es deficiente durante 10s pri-os 20 dlas de vida en cmrrparaci6n con,el 
rat6n de 8 a 12 semanas (155) y alcanza 10s valores del animal 
adulto.. entre la 4ta y 8va semanas. Carter y Rector(27)estudiando 
la aparicidn de cglulas formadoras de anticuerpos hacia GRC en 
ratones neonatos, encontraron dos periodos en 10s cuales se in -
crementa el nGmero de dichas celulas; el primer0 a 10s 4 dlas 
de vida y el segundo, de mayor intensidad, a 10s 10 dlas de vi- 
da. Los autores atribuyeron dicho increment0 a la maduraci6n 
del sistema procesador del antigeno. 
Los trabajos de Argyris(l56) concluyen que la transferen- 
cia de macr6fagos de animales adultos a ratones de 3-5 dfas de 
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vida inrnunizados con 10 GRC, aurnenta la szntesis de Ac en es- 
tos animales y que tiene que existir una relaci6n 6ptima entre 
el nhero de macr6fagos funcionales y el n6mero de celulas in- 
munocompetentes para obtener respuesta. Por el contrario Rabi- 
nowitz (155), no pudo incrementar el n6mero de celulas forma- 
doras de anticuerpos adicionando c6lulas provenientes del exuda -
do peritoneal de ratones adultos a cultivos de celulas de bazo 
de animales j6venes inmunizados con 2 x l o 8  GRC. 
En la rata, Murczynska y col (154) no detectaron hemolisi -
nas ni celulas formadoras de anticuerpos cuando inocularon GRC 
a1 20% por via ip en animales de 3 dias de vida.Dicha respues- 
ta fue detectada reci6n en ratas inoculadas a 10s 12 dias de e- 
dad. Estos autores pudieron sin embargo inducir la producci8n 
de anticuerpos en ratas lactantes mediante la transferencia de 
6 12 a 36 x 10 c6lulas peritoneales provenientes de animales - a
dultos. Por lo tanto, la deficiente respuesta de anticuerpos a 
GRC en la rata se deberla probablemente a una inadecuada funcio -
nalidad del sistema macrofdgico. Sin embargo, Weiss (157) encon -
tr6 que 10s macr6fagos presentes en las suspensiones de celulas 
esplenicas de rata inhiben el nClmero de celulas formadoras de 
placas. Si bien en nuestro caso el porcentaje de macr6fagos en 
las c6lulas del exudado peritoneal fue mayor en animales recien 
nacidos con respecto a1 adulto,naturalmente la cantidad abso- 
$uta result6 ser mucho mSs baja. Existe la posibilidad de que 
10s macrdfagos del lactante no hayan adquirido a6n la capaci- 
dad de funcionar como celulas accesorias en una respuesta inmu- 
ne,lo que involucra, la captaci6n del antfgeno, su procesamien -
to y la produccidn de sefiales inmunol6gicas a las poblaciones 
celulares reactivas. Trabajos anteriores han demostrado que 10s 
macrdfagos de fetos y neonatos son inmaduros (156) (158), lo 
que explicarla tambign su facilidad para desarrollar un estado 
de tolerancia. Nadler y col (159) encontraron que, en ratones, 
la producci6n de anticuerpos est6 ligada a la capacidad de las 
cslulas accesorias para expresar el antfgeno Ia en su superfi- 
cie lo cual ocurre entre las 2 y 3 semanas de vida. Se ha corn- 
probado la existencia de un mecanismo autorregulador mediado 
por metabolitos del 6cido araquid6nico que suprime la expresi6n 
de este antfgeno, Este mecanismo serfa particularmente activo 
durante 10s estadlos tempranos del desarrollo (160)y podria con -
tribuir a la carencia de respuesta inmune durante el perlodo pe -
rinatal. Recientemente, se ha demostrado que la a-fetoprotef -
na secretada por un precursor de 10s macrdfagos tambign inhibe 
la expresidn del antfgeno Ia (161). Argyris postuldque 10s macrd - 
fagos controlan parcialmente la aparicidn de cglulas supresoras 
en ratones neonatos y que un increment0 en el NOy/o actividad 
funcional de 10s macr8fagos despu6s del nacimiento disminuye el 
No y/o funcionalidad de dichas ci5lulas permitiendo as2 la adqui -
sici6n de la capacidad inmunoldgica (162). 
En el modelo utilizado en este trabajo es llcito pensar 
tambign que la deficiente respuesta de estos animales hacia GRC en 
10s primeros dfas despugs del nacimiento se debe a la inmadurez 
del aparato inmunocompetente ya que no se obtiene respuesta con 
ninguna de las diferentes dosis y vfa empleadas, 
El estado de no respuesta descripto puede deberse, tambiEn 
como en el caso del rat6n, a inmadurez de las cglulas B deriva- 
das de la mEdula 6sea, a celulas T ayudadoras, o como se demos- 
tr8 para la rata, a1 sistema procesador del antlgeno. Una posibi -
lidad no explorada en este trabajo puede serf como lo demuestran 
algunos autores, la existencia de gran ncmero de cglulas T supre -
soras en el bazo de an&males jgvenes (88) (163) (164). Estas c6- 
lulas actdan inhibiendo la respuesta de anticuerpos, afectando 
principalmente las celulas T que colaboran con las celulas B. No 
se puede descartar tampoco el posible papel supresor de factores 
sericos como la 4-feto protelna que se encuentra normalmente 
en animales jdvenes (89) (165) aunque 10s trabajos realizados en 
rata no son concluyentes acerca de la inhibicidn por 6sta de la 
respuesta "in vivo" de anticuerpos (166). 
En lo que se refiere a nuestros estudios sobre la respuesta 
secundaria a GRC, cuando las ratas de 2 dlas de vida fueron ino- 
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culadas con 10 GRC por vla ip, no solamente no hub0 respuesta 
primaria sin0 que tambign fue inhibida la formaci6n de anticuer -
pos s6ricos y el nhero de celulas formadoras de anticuerpos an -
te una segunda dosis similar dada a 10s 16 dias de vida, momento 
en el cu5l se detect6 buena respuesta en 10s controles que no ha -
bian recibido la primera inoculacibn. Esta inhibicidn fue menos 
evidente cuando ambas dosis fueron disminuidas a lo7 GRC o se 
cambi6 la vfa de administracien del antfgeno por la ruta sc. Es- 
te estado de tolerancia parcial por alta dosis de antlgeno per- 
siste mbs all5 de 10s 60 dfas de vida, ya que la respuesta humo- 
ral todavfa se encuentra disminulda, aunque no tan marcadamente, 
si las ratas reciben la segunda inoculacidn de GRC en ese momen- 
to. Resulta dudoso atribuir el estado de tolerancia a la elimi- 
nacidn de clones especfficos para el antlgeno. Creemos que podrla 
deberse a la persistencia del antfgeno en 10s tejidos, ya que es 
un hecho conocido que la duraci6n del estado de tolerancia depen -
de de dicha persistencia, (167) (168). Ya ha sido mencionado que 
la tolerancia se induce con mayor facilidad en animales cuyo sis -
tema inmunoldgico no ha alcanzado a6n la madurez del adulto.Nossa1 
(169) ha demostrado que puede inducirse tolerancia de varios me -
ses de duraci6n a antigenos celulares como 10s eritrocitos median -
te la inoculaci6n de grandes dosis de GRC a ratas de un dla de 
vida. continuando las inyecciones por varias semanas. 
Cuando en lugar de GRC se utiliz6 otro antigen0 timodepen -
diente, la ASB, se observ6 tambien una deficiente respuesta pri -
maria, en las ratas recien nacidas. 
A diferencia de lo que ocurre con 10s GRC, la respuesta 
es muy lenta, ya que 10s niveles m6s altos de anticuerpos se ob -
tienen en este caso recign a 10s 53 dlas luego de la administra -
ci6n del-antigeno. 
Dado que el Ag se administra con ACF, podria suponerse que 
persiste en 10s tejidos el tiempo necesario para permitir la ma -
duraci6n de 10s elementos que participan en la respuesta ya que 
se libera muy lentamente desde la zona de inoculacibn, de mane- 
ra que estd aGn disponible cuando la rata adquiere su madurez 
Cuando se utilizaron 10s GRC conlo antfgeno, se.observ6 
que el perlodo entre la edad en la cual comienza a detectarse 
respuesta (6 dfas) y la de la capacidad de responder como un ani -
ma1 adulto (16 dfas) era de 10 dfas aproximadamente, 
En el caso de ASB , el comportamiento de la rata es dife- 
rente: la magnitud de la respuesta se va incrementando con la - e
dad, per0 sin embargo a6n a 10s 60 dlas de vida no se obtiene 
un nivel de anticuerpos semejante a1 observado en el animal con- 
&iderado adulto (90 dias). Si bien la capacidad de un organis- 
mo para responder a un estfmulo antiggnico estarla determinada 
gengticamente ( 3 3 ) ,  dicha capacidad no puede ser expresada en 
su totalidad en 10s animales recign nacidos. El momento en el 
cual una especie dada es madura para responder inmunol6gicamen -
te depende del tip0 de antlgeno involucrado (170) (171). Debido 
a ello era razonable esperar que la rata respondiese de diferen- 
te manera a GRC y a ASB, a pesar de ser ambos antigenos timo- 
dependientes. 
Otros de 10s factores de 10s cuales dependerfan l!as.di-' 
ferencias observadas son la forma de administraci6n y liberaci6n 
del antlgeno, la maduracidn de 10s elementos que participan en 
la respuesta y la cantidad de celulas inmunoldgicamente competen -
tes disponibles. 
En lo que se refiere a la hipersensibilidad mediada por 
anticuerpos tip0 111 , 10s factores involucrados en la reacci6n 
son anticuerpos circulantes, polimorfonucleares y complemento. 
En nuestros estudios hemos encontrado una relacidn muy e- 
vidente entre el nivel de anticuerpos sgricos anti-ASB y la mag -
nitud de la reacci6n de hipersensibilidad mediada por anticuer- 
pos. Kostiala (123), trabajando con ratas adultas de la cepa 
Spregue-Dawley, inmunizadas con 500 P r de ASB en ACF y desen- 
cadenadas el dia 21 pi encontr6 que la reaccidn en la oreja es 
100 veces m%s sensible que la clgsica medicidn del digmetro de 
la reacci6n cutsnea. Nosotros encontramos que la respuesta ob- 
tenida en animales de distintas edades fue del "todo o nada", ya 
que ratas inmunizadas a 10s 5 dlas de vida no respondieron cuando 
fueron desencadenadas en la oreja, mientras que 10s animales in- 
munizados a 10s 6 dfas mostraron una respuesta francamente po- 
sitiva que se asemejd en magnitud a la obtenida en el adulto de 
3 meses de vida. 
Es interesante destacar que 10s tftulos de anticuerpos sgri -
cos en el momento de desencadenar la reaccidn,aunque diferentes 
(1/8 en animales de 5 dfas y 1/40 en 10s de 6 dlas de vida), no a1 -
canzaban la magnitud de 10s de animales de 3 meses (1/680 el dia 
27 pi). A pesar de estas diferencias,la intensidad de la reacci6n 
medida en la oreja fue similar a la del animal de 6 dlas. Esto 
indicarfa que 10s anticuerpos sericos deben alcanzar un umbra1 
mfnimo a partir del cual la reaccidn es positiva independiente- 
mente del titulo obtenido. 
Tanto las caracteristicas histoldgicas de la lesi6n como 
el tiempo necesario para la m%xima expresiBn de la reacci6n1(4 
hs) indican que se trata de un tipico fen8meno de Arthus. Anato- 
mopatoldgicamente se observd vasculitis leucocito.cl~stica con - im 
portante edema y afluencia de leucocitos polimorfonucleares. 
La variaciBn en el comportamiento entre 10s animales sensibili - 
zados a 10s 5 o 6 dlas de vida no puede ser atribuido a una di- 
ferencia en el nfimero de polimorfonucleares ya que en el momen- 
de la Dd (26 dlas post Ds).todos presentan valores similares a 
10s del animal adulto (Figura 26). Como fue mencionado el com- 
plemento es otro de 10s elementos que participan en la reacci6n 
de Arthus. Se han obtenido niveles semejantes de complemento s6- 
ricos en ratas de 25 y 32 dlas , edades que incluyen animales 
que dan respuestas negativa y positiva respecti~amente~por lo 
que no puede atribuirse la falta de respuesta de 10s animales in -
munizados a 10s 5 dlas de vida a fallas en su slntesis. 
Lo mencionado hasta aqul est% referido a1 fendmeno de Arthus 
realizando la Dd en la oreja de 10s animales. 
Un cuadro diferente se present6 cuando la reacci6n fue de- 
sencadenada en la piel. En 10s animales inmunizados antes de 10s 
18 dlas de vida no se.observb ninguno de 10s signos macroscbpi- 
cos que la caracterizan, es decir edema y/o eritema. A partir de 
esa edad y hasta 10s 30 dlas, en el 10% de 10s animales aparece 
respuesta positiva y el porcentaje fue aumentando progresiva- 
mente con la edad. Ass, en las ratas inmunizadas a 10s 45 y 60 
dlas de vida, el 50% y el 70% de 10s animales respectivamente 
presentaron una reaccibn de didmetro superior a 10s 10mm. Sin em- 
bargo, es de hacer notar que en ninguno de 10s casos mencionados 
el eritema fue tan intenso como el observado en el animal adul- 
to , Puede apreciarse entonces que en el caso que la Dd se admi- 
nistrb en pie1,la reacci6n fue progresiva con la edad, a diferen -
cia de lo descripto anteriormente dondecomo se dijo fue del "to- 
do o nada". 
Estudios previos (64) han demostrado la deficiencia del co- 
bay0 recign nacido para expresar una reaccibn cutdnea del tip0 
retardado a pesar de haberse comprobado competencia inmunolbgi- 
ca de 10s linfocitos y monocitos. Estos animales, sin embargo, 
son capaces de expresar una reaccidn basdfila cutsnea en la ore- 
ja, con niveles semejantes a1 del cobayo adulto, y tambisn en 
pie1 aunque en este caso de menor rnagnitud (172). ~istold~icamen - 
te,los animales presentaron en el lugar de la lesidn una menor 
concentraci8n de celulas mononucleares y un eritema m6s leve con 
respecto a1 observado en el animal adulto. 
En lo que se refiere a1 fenbmeno de Arthus tampoco es posi- 
ble ponerlo en evidencia en la pie1 de estos animales hasta 10s 
20 dlas despugs de la sensibilizacibn, cuando han sido estimula- 
dos antigdnicamente con sustancias proteicas luego del nacimien -
to. La reaccibn fue negativa a pesar de que ya a 10s 10 dlaspst - 
sensibilizaci6n pudieron detectarse anticuerpos circulantes (64). 
Los trabajos de Waksman y Matoltsy- (173) sugieren que diferencias 
intrfnsecas entre la pie1 del cobayo recign nacido y la del adulto 
ademSs de la menor cantidad de celulas mononucleares,podrlan ex -
plicar estas diferencias , ya que en el recign nacido la res- 
puesta es deficiente aGn despues de la administracidn en la pie1 
del antlgeno conjuntamente con celulas mononucleares provenien- 
tes de animales adultos inmunizados. Meng (174), estudiando la 
capacidad del conejo para expresar la reaccidn de anafilaxia cu- 
t%nea pasiva (ACP) demostrd que si bien 10s animales, inmuniza- 
dos en el momento del nacimiento con ASB, son capaces de sinte- 
tizar Ac especlficos de la clase IgE, no expresan la reacci6n 
de ACP hasta 10s 3 meses de vida. 
Estos resultados indican que las pruebas cut6neas involu- 
cran mecanismos extremadamente complejos cuya ausencia podrla 
ser la causa por la cual la rata neonatal no es capaz de expre- 
sar una reaccidn de Arthus desencadenada en la piel. Tal vez de- 
biera tenerse en cuenta tambiEn el delgado espesor de la pie1 
que serla responsable de una menor retenci6n de antfgeno inyecta- 
do , como postularonJanicki y Aron (175). La posibilidad de que 
el nivel de anticuerpos tenga influencia en la expresi6n de la 
reacci6n de Arthus cuando esta es desencadenada en pie1 en lu- 
gar de la oreja es remota, ya que tambign fue negativa cuando ra -
tas neonatales con alto nivel de anticuerpos sericos anti-ASB 
transmitidas por la madre recibieron una descarga en la piel. 
La endotoxina bacteriana, LPS , es un antlgeno timo inde- 
pendiente, inmunog6nico en cantidades de microgramos, capaz de 
provocar una respuesta humoral mediada por anticuerpos de la cla -
se IgM cuando es inoculado por via ip (176) (177) (178) . La res- 
puesta de anticuerpos de la rata adulta inoculada con 1 0 F g r s  de 
Ag se caracterizd por ser de baja magnitud, y de niveles oscilan -
tes obteniendose tempranamente post inmunizaci6n el tltulo m6xi- 
mo . 
Estos resultados concuerdan con 10s publicados por Hiernaux 
y col (179) en ratones inoculados con 20 p r s  de LPS.Rabinowitz 
(155) determinando celulas formadoras de Ac, observ6 que estos - a
nimales ya responden en la primera semana de vida, aunque su res -
puesta fue del 75% del valor de la del animal de 8 semanas. Estos 
autores sugirieron que, en el rat6n,la actividad inmunol6gica de 
las cglulas B se desarrollarla mSs temprano en la ontogenia que 
la de las c6lulas T, ya que la respuesta a GRC, (antlgeno T de- 
pendiente) alcanza 10s niveles del adulto recign entre la 4ta y 
6ta semana de vida. En la rata , en cambio, la respuesta a1 LPS 
es muy pobre en 10s animales de 7 dlas y se va incrementando con 
la edad hasta que se logra 10s niveles del adulto recien cuando 
son inmunizados a 10s 32 dlas de vida. Es diflci1,atribuir estos 
resultados a una inmadurez de las celulas B ya que en nuestras 
experiencias, las ratas de 12 dlas de edad fueron capaces de sin 
- 
tetizar anticuerpos cuando se utilizaron GRC como antigeno. Es 
probable que la falta de respuesta hacia LPS pueda ser atribui- 
da a la actividad reguladora de celulas T supresoras, las cua- 
les se encuentran en nfimero muy elevado en el bazo de animales 
j6venes. Los estudios de Mosier y Johnson (180)han demostrado 
que si se adicionan cglulas de bazos provenientes de animales 
jdvenes a un cultivo de c~lulasespl~nicas ingeneicas se produ -
ce inhibicidn de la respuesta a antlgenos T - independientes. 
El tratamiento de las cglulas esplgnicas con suero anti-0 
m6s complemento antes de ser adicionadas a1 cultivo, suprimi6 es -
te efecto. 
Los estudios realizados en la dltima d6cada han demostrado 
que la sensibilidad de contact0 es un fen6meno complejo que nece- 
sita para su producci6n y expresi6n,de la interacci6n de varios 
factores: uni6n del antlgeno Ag a 10s tejidos de la piel; recono -
cimiento del Ag por una subpoblaci6n especializada de linfocitos 
T I  distribuci6n a travgs del sistema linfoide de las cglulas T in -
munesycapacidad citotdxica de 10s linfocitos T efectores de la 
reacci6n. 
La maduracidn ontqggnica de cada uno de estos elementos 
es variable segdnlas especiessalvin y col (64) sensibilizaron co -
bayos de un dla de vida con DNFB en Adyuvante Incornpleto de 
Freund por vla id y encontraron que el 50% de 10s neonatos reac- 
cionaban positivamente a la aplicacidn t6pica del agente 5 a 20 
dlas mds tarde. Ademds Uhr (181) pudo demostrar que estos anima- 
les pueden ser sensibilizados " in utero" 7 - 14 dlas antes del 
nacimiento. Por otra parte, el rat6n de 2 dlas de vida es capaz 
de desarrollar hipersensibilidad retardada hacia DNFB mostrando 
ademds cambios morfoldgicos (blastog6nesis) en 10s ganglios linfg- 
ticos regionales (182). Los ratones sensibilizados en el momento 
del nacimiento o 24 hs despu6st no manifiestan ninguna de estas 
respuestas. 
EnFIeste trabajo se demostr6 que si se administra a la rata 
una dosis sensibilizante de DNFB durante la primera semana de vi- 
da no se obtiene respuesta. Esto puede deberse a la deficiencia 
en estos animales de algunos de 10s factores mencionados anterior -
mente ya que en la rata adulta es posible obtener una respuesta 
positiva. Para poder determinar si la rata es incapaz de sensibi- 
lizarse antes de 10s 8 dlas de vida o si no puede expresar lareac -
cidn en el momento en que recibe la dosis desencadenante,(l4 dlas 
despueS de la Ds) habrla que modificar el esquema de aplicaci6n 
del antlgeno, variando el tiempo entre la Ds y la Dd y quiz6s la 
dosis antigenica, cosa que resultarla impracticable debido a 10s pro- 
blemas ya mencionados en Resultados ( Punto 4.3) . En 10s Gltimos 
afios, ha cobrado importancia el papel de las celulas de Iangerhans, 
normalmente presentes en la piel, como c6lulas presentadoras de 
antlgeno. En la actualidad se acepta que estas celulas represen- 
tan una poblaci6n especializada de macr6fagos, que participan en 
la inducci6n de la respuesta inmune hacia antlgenos introducidos 
a trav6s de la piel. Estas celulas tambiEn poseen en su superfi- 
cie antlgeno Ia y receptores para el fragment0 Fc de la IgG y pa- 
ra C3 (183). AdemSs en ratones normales se encuentran en mayor 
concentraci6n en la oreja que en otros sectores de la pie1 (184). 
La presencia de las celulas de Langerhans maduras en la pie1 es 
un requisito fundamental para el apropiado reconocimiento del an -
tlgeno por parte del linfocito T. Huff y col. (185) encontraron 
en cultivos de pie1 de embriones murinos de 17 a 19 dias,luego de 
45 semanas "in vitro", c6lulas con las caracterlsticas de las de 
Langerhans . 
A diferencia de estas Gltimas no poseian grdnulos 
lo cud1 las llamaron c6lulas intermediarias. 
Es conocido el papel fundamental de 10s distintos tipos ce- 
lulares en 10s mecanismos inmunol6gicos ya Sean linfocitos TI B 
6 cglulas accesorias. Como paso previo a1 estudio de la adquisi- 
ci6n de la capacidad funcional de cada una de estas c61ulasl fue 
objetivo de este trabajo conocer su distribucidn en 6rganos lin 
foides y las posibles variaciones cuantitativas, ligadas a la e- 
dad de 10s animales. 
En esta Tesis, 10s estudios de adquisici6n de competencia 
inmunoldgica se realizan en el perlodo post-natal. Es por eso 
que el estudio de las poblaciones celulares se comenzd a partir 
de ese momento. A1 respecto, se han detectado varias diferen- 
cias entre 10s animales recien nacidos y las ratas adultas. En 
primer lugar, en el neonato hay un menor n6mero de celulas leu- 
cocitarias totales circulantes, incluyendo tanto leucocitos po- 
limorfonucleares como linfocitos. Todos ellos,luego de algunas 
oscilaciones alcanzan 10s valores del adulto a partir de 10s 19 
dfas de vida. 
A partir del dia 12 tambien aumenta la celularidad del 
bazo. Adem%s es inferior el peso de 10s drganos linfoides estu- 
diados, timo y bazo en las ratas neonatales, con respecto a1 ani -
ma1 adulto. 
Los porcentajes de linfocitos T y B en el bazo de ratas 
recign nacidas, cuando se analizaron por inmunofluorescencia in- 
directa, tambien fueron inferiores a 10s encontrados en el ani- 
mal adulto. En el rat611,el ntimero total de celulas esplenicas 
IgM+ y Thy 1.2 + es tambien significativamente menor en el momen -
to del nacimiento (186). Utilizando tambign inmunofluorescencia, 
Spear y col (187) encontraron que, en el ratdn recien nacido,las 
cglulas Ig+ representaban un 20% de las celulas nucleadas esple- 
nicas, aumentando hasta-un 53% en el rat6n de 60 dlas. 
Los linfocitos T, en cambio, aumentaban solo un 7% desde 
el momento del nacimiento (20%) hasta 10s 2 meses de vida (27%). 
En nuestros estudios en la rata, a diferencia de 10s resultados 
obtenidos en el ratdn por Spear y col. se observaron porcentajes 
semejantes a 10s del animal adulto en estadios m&s tempranos del 
desarrollo: 10 dlas de edad para las cglulas T y 13 dlas de vida 
para las cglulas B. 
Es importante destacar que en la rata, la capacidad de desa -
rrollar una respuesta celular de la magnitud observada en el ani- 
mal adulto se adquiere m%s precozmente que la respuesta humoral. 
Sin embargo, cuando se marcaron las celulas B con anti-IgG o anti- 
Y - globulinas totales se observ6 en 10s lactantes,un mayor por - 
centaje de dichas cglulas que alcanz6 un nivel mdximo a 10s 15 
dlas de edad y luego declinb. Este increment0 puede ser atribuido, 
como ha sido sugerido por Rosenberg y Parish (54), a 10s anticuer -
pos citofilicos de la clase IgG transferidos pasivamente por la 
madre a trav6s de la leche y/o tejidos fetales 10s cuales se uni- 
rian a 10s receptores Fc de las celulas neonatales. Cuando fina- 
liza el perlodo de lactancia cesa la transferencia de inmunoglo- 
bulinas y por lo tanto el porcentaje de celulas portadoras de Ig 
de superficie disminuye. Estos porcentajes pueden incluTr celulas 
no linfoides que han unido a sus receptores Fc, las inmunoglobuli -
nas,o cglulas K cuya presencia puede ser protectora para el re- 
cign nacido cuando aGn no es enteramente competente. 
El porcentaje de c$lulas T en el timo se mantuvo constan- 
te en todas las edades estudiadas. El hecho de no observar 100% 
de fluorescencia, a pesar de que el SAT fue elaborado con cglu- 
las tlmicas totales podria ser atribuldo a la sensibilidad de la 
tgcnica. La falta de correlacibn entre el contenido de linfoci- 
tos T en timo, que es similar en todas las edades,con el aumento 
gradual de esas cglulas observado en bazo, permanece abn sin ex- 
plicacibn. 
Si el desarrollo de la capacidad inmunol6gica de las cglu- 
las linfoides perifgricas en la vida temprana de la rata es pri- 
mariamente el resultado del increment0 de las celulas en 10s te- 
jidos linfoides perifericos, de la maduraci6n de las celulas 
individuales o del desarrollo del medio ambiente neonatal es un 
punto que necesita ser estudiado con mayor intensidad. Para ello 
ser% de utilidad el empleo de una amplia gama de anticuerpos mo -
noclonales dirigidos contra cglulas precursoras de 10s linfoci- 
tos y de distintas subpoblaciones maduras con diferente funcio- 
nalidad . 
Como ha sido mencionado, la capacidad del neonato para de- 
sarrollar una respuesta inmune activa es influenciada por la 
transferencia pasiva natural de anticuerpos maternos. En la rata 
y en el rat6n, la placentacign es del tip0 hemoendotelial (188) y 
se sabe que la transferencia de inmunoglobulinas a trav6s del sac0 
vitelino no es importante (111). Nuestros datos utilizando madres 
inmunizadas con ASB corroboraron estos resultados. El intercambio 
de crlas provenientes de madres inmunes a madres no inmunes y vice -
versa permiti6 conocer la proporci6n de anticuerpos transferidos 
por tejidos fetales y leche y su persistencia en el suero de 10s - a
nimales lactantes. El nivel de anticuerpos transferidos por teji- 
dos fetales fue muy bajo en relaci6n con aquellos transferidos a 
trav6s de la leche y muy inferiores tambien con respecto a1 tltulo 
presente en el suero de las madres inmunizadas. En cambio, cuando 
se estudi6 la transferencia exclusivamente a travgs de la leche, 
se observ6 que el tltulo de anticuerpos, en la mayoria de 10s ca- 
sos, lograba un m6ximo entre 10s 10 y 15 dlas de vida en niveles 
levemente inferiores a 10s maternos. A partir de ese momento, 
comenzaron a declinar, ya sea porque despugs de 10s 20 dlas las 
ratas son capaces de alimentarse por si solas o bien porque la 
pared intestinal pierde la capacidad de absorber 10s anticuerpos 
maternos. ~ d m o  influye la presencia de estos anticuerpos en.-la 
elaboraci6n activa de una respuesta ante un estlmulo antigenic0 
en el neonato es un tema controvertido. Algunos autores han pos- 
tulado la inhibici6n de la respuesta activa a travgs 
de un mecanismo "feedback" (189) (190), otros en cambio, han su- I 
gerido la necesidad de la presencia de anticuerpos preexistentes 
como condicidn necesaria para la formaci6n activa del animal re -
ci6n nacido (3). 
6. CONCLUSIONES 
En este trabajo se realizaron ensayos experimentales tra- 
tando, a traves de ellos de abarcar una amplia gama de estudios 
inmunolSgicos que pudieran aportar conocimientos sobre la madura -
ci6n de la respuesta inmune de la rata en el perlodo post-natal. 
En base a ellos podemos afirmar que en la rata, como ocu- 
rre en otras especies animales, la adquisici6n de la capacidad 
para eleborar una respuesta inmune se desarrolla paulatinamente 
despugs del nacimiento. 
En general, el nivel es bajo durante 10s primeros dlas de 
vida, va incrementhdose con la edad hasta poder ser la rata con -
siderada inmunol6gicamente adulta a 10s 3 meses de vida.La magni -
tud depende del antlgeno empleado y del tip0 de reacci6n involu- 
crada, 
De 10s resultados obtenidos se puede concluir que: 
- La respuesta humoral hacia 10s Ags timo dependientesensayado~ 
comienza a evidenciarse a 10s 6 dlas de vida en el caso de 10s 
GRC y a 10s 2 dlas para la ASB. Sin embargo, el nivel de respues 
- 
ta observada en el adulto no se obtiene hasta 10s 16 dlas de vi- 
da para 10s GRC y m%s all& de 10s 60 para la ASB. 
- La respuesta hurnoral hacia un Ag timo independiente, LPS, va 
incrementhdose permanentemente hasta 10s 3 meses manifestgndo- 
se aunque en bajos niveles desde 10s 7 dlas de vida. 
' -  La respuesta de base celular,utilizando DNFB como Ag,se logra 
en 10s animales de 8 dlas de vida con magnitud similar a la del 
animal adulto. 
- La capacidad de desarrollar la reacci6n de hipersensibilidad 
mediada por Ac, fen6meno de Arthus, se evidencia en el animal 
de 6 dlas de vida, cuando se utiliza la oreja para desencadenar 
la reaccidn ya que este sitio anat6mico ha demostrado ser cien 
veces mis sensible que la piel. Cuando en nuestros estudios se 
utilizd la clssica reaccidn cutdnea,valores similares a 10s del 
animal adulto fueron observados recign a partir de 10s 60 dlas 
de vida. 
- Los niveles absolutos de protelnas sericas totales, albfimina 
dl, /3 y 8 -globulinas son bajos durante 10s primeros dias 
del nacimiento y aumentan con la edad hasta 10s 3 meses de vida; 
un hecho similar ocurre en 10s niveles de complemento s6rico. 
Unicamente la concentracidn de d2-globulina es mayor en el mo 
- 
mento del nacimiento con respecto a1 valor observado en el ani- 
mal adulto. 
- El recuento de leucocitos sangulneos, linfocitos y polimorfo- 
nucleares, son bajos 10s primeros dlas de vida,van aumentando 
con la edad hasta alcanzar 10s encontrados en la rata de 3 me- 
ses,aproxinadamente a 10s 19 dlas de vida. 
- El porcentaje de linfocitos T en timo no varla con la edad, 
mientras que en bazo, recisn se alcanzan 10s valores del adulto 
a 10s 10 dlas de vida. Algo similar sucede con 10s linfocitos 
B espl6nicos, per0 en este caso se obtienen a 10s 13 dlas de vi 
-
- La transferencia pasiva natural se realiza principalmente a 
trav6s de la lactancia. Estos Ac proveerlan protecci8n a 10s re- 
ci6n nacidos hasta queestos adquieran la capacidad 'de reaccionar 
activamente, 
Si bien 10s mecanismos que participan en cada uno de 10s 
estudios inmunoldgicos realizados son complejos y no fueron el 
objetivo de esta tesis, 10s estudios realizados demuestran que 
la rata es inrnadura en el momento del nacimiento; que en este 
perlodo el ntimero de cslulas inmunocompetentes es deficiente; 
que la competencia inmune es antlgeno dependiente y dado que se 
observan muy pocas variaciones individuales esto parecerla ser 
controlado gengticamente. 
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